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Résumé 
Le système immunitaire se doit d’être étroitement régulé afin d’éviter que des 
réponses immunologiques inappropriées ou de trop forte intensité ne surviennent. Ainsi, 
différents mécanismes permettent de maintenir une tolérance périphérique, mais aussi 
d’atténuer la réponse lorsque celle-ci n’est plus nécessaire. De tels mécanismes sont 
cependant aussi exploités par les tumeurs, qui peuvent ainsi échapper à une attaque par le 
système immunitaire et donc poursuivre leur progression. Ces mécanismes 
immunosuppresseurs nuisent non seulement à la réponse naturelle contre les cellules 
tumorales, mais font aussi obstacle aux tentatives de manipulation clinique de l’immunité 
visant à générer une réponse anti-tumorale par l’immunothérapie. 
L’un des mécanismes par lesquels les tumeurs s’évadent du système immunitaire est 
l’expression d’enzymes responsables du métabolisme des acides aminés dont l’une des 
principales est l’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO). Cette dernière dégrade le tryptophane 
et diminue ainsi sa disponibilité dans le microenvironnement tumoral, ce qui engendre des 
effets négatifs sur la prolifération, les fonctions et la survie des lymphocytes T qui y sont 
présents. Bien que la régulation de l’expression de cette enzyme ait été largement étudiée 
chez certaines cellules présentatrices d’antigènes, dont les macrophages et les cellules 
dendritiques, peu est encore connu sur sa régulation dans les cellules tumorales humaines. 
Nous avons posé l’hypothèse que différents facteurs produits par les cellules 
immunitaires infiltrant les tumeurs (TIIC) régulent l’expression de l’IDO dans les cellules 
tumorales. Nous avons effectivement démontré qu’une expression de l’IDO est induite chez 
les cellules tumorales humaines, suite à une interaction avec des TIIC. Cette induction 
indépendante du contact cellulaire résulte principalement de l’interféron-gamma (IFN-γ) 
produit par les lymphocytes T activés, mais est régulée à la baisse par l’interleukine (IL)-
13. De plus, la fludarabine utilisée comme agent chimiothérapeutique inhibe l’induction de 
l’IDO chez les cellules tumorales en réponse aux lymphocytes T activés. Cette observation 
pourrait avoir des conséquences importantes en clinique sachant qu’une forte proportion 
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d’échantillons cliniques provenant de tumeurs humaines exprime l’IDO. Enfin, les 
lymphocytes B, qui sont retrouvés également dans certaines tumeurs et qui interagissent 
étroitement avec les lymphocytes T, sont aussi susceptibles à une induction 
transcriptionnelle et traductionnelle de l’IDO. Cette enzyme est cependant produite sous 
une forme inactive dans les lymphocytes B, ce qui rend peu probable l’utilisation de l’IDO 
par les lymphocytes B comme mécanisme pour freiner la réponse immunitaire. 
Nos travaux apportent des informations importantes quant à la régulation de 
l’expression de la molécule immunosuppressive IDO dans les cellules cancéreuses. Ils 
démontrent que l’expression de l’IDO est influencée par la nature des cytokines présentes 
dans le microenvironnement tumoral. De plus son expression est inhibée par la fludarabine, 
un agent utilisé pour le traitement de certains cancers. Ces données devraient être prises en 
considération dans la planification de futurs essais immunothérapeutiques, et pourraient 
avoir un impact sur les réponses cliniques anti-tumorales. 
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Abstract 
The immune system is under tight control to avoid inappropriate and excessive 
immunological responses. Many mechanisms allow the maintenance of peripheral tolerance 
and mediate attenuation of the immune response after pathogen clearance. Such 
mechanisms are also exploited by tumors, thereby favoring their escape from assault by the 
immune system. These immunosuppressive mechanisms hamper host natural immune 
responses against tumor cells, but also represent an obstacle to the successful clinical 
manipulation of the immune system in attempts to generate an anti-tumor response through 
immunotherapy. 
One immune escape mechanism used by tumors is the production of enzymes 
responsible for amino acid metabolism, amongst which indoleamine 2,3-dioxygenase 
(IDO) is of major importance. IDO degrades tryptophan, thus leading to its depletion from 
intracellular pools and local microenvironments. This culminates in multi-pronged negative 
effects on T lymphocytes neighboring IDO-expressing cells, notably on proliferation, 
function and survival. The regulation of IDO expression has been largely studied in 
antigen-presenting cells such as macrophages and dendritic cells, but its regulation in 
human tumor cells must still be characterized. 
We hypothesized that different factors produced by tumor-infiltrating immune cells 
(TIIC) regulate IDO expression in tumor cells. Accordingly, we have demonstrated that 
IDO expression is induced in human tumor cells upon interaction with TIIC. This induction 
is cell contact-independent, and results mainly from interferon-gamma (IFN-γ) produced by 
activated T lymphocytes, while being antagonised by interleukin (IL)-13. Moreover, the 
chemotherapeutic agent fludarabine inhibits activated T lymphocyte-dependent IDO 
induction in tumor cells. This observation could have major clinical consequences, 
considering the large proportion of human cancer clinical samples expressing IDO. Finally, 
B lymphocytes, which interact closely with T lymphocytes and are found infiltrating human 
tumors, are also susceptible to transcriptional and translational IDO induction. This enzyme 
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is however produced in an inactive form, suggesting that B lymphocytes do not exploit this 
mechanism to impede the immune response. 
In conclusion, our work brings crucial information on the regulation of the 
immunosuppressive molecule IDO in human tumor cells. We demonstrate that IDO 
expression is dependent on the nature of cytokines present in the tumor microenvironment. 
Furthermore, its expression is inhibited by fludarabine, a compound used to treat some 
types of cancer. These data should be taken into consideration in planning future 
immunotherapy trials and could impact anti-tumor clinical responses. 
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SECTION 1. INTRODUCTION 
 
Objectif général et structure de la thèse 
 
L’objectif général de ce projet de doctorat consiste à étudier les éléments 
régulateurs de l’expression d’une molécule immuno-suppressive, l’indoleamine 2,3-
dioxygénase (IDO) dans les cellules cancéreuses humaines et dans les lymphocytes B. La 
SECTION 1 met en contexte les travaux réalisés et recense la littérature en lien avec les 
travaux de recherche accomplis. La SECTION 2 est constituée d’un manuscrit publié 
rapportant les résultats de notre étude sur les facteurs influençant la régulation de 
l’expression de l’IDO dans les cellules tumorales humaines. La SECTION 3 comporte des 
résultats complémentaires à la section 2, décrivant la régulation négative de l’expression de 
l’IDO dans les cellules tumorales humaines lorsqu’elles sont traitées avec un agent 
chimiothérapeutique, la fludarabine. La SECTION 4, aussi présentée sous forme de 
manuscrit, mais cette fois-ci non publié, fait le point sur la régulation de l’expression et de 
l’activité de l’IDO dans une population de cellules immunitaires, les lymphocytes B.  
 
 
1.1 Le cancer et ses propriétés 
 
1.1.1 Épidémiologie et limites des approches thérapeutiques 
 
Le cancer est la première cause de mortalité au Canada, devant les maladies 
cardiovasculaires, selon des données récentes de la Société canadienne du Cancer. On 
estime à plus de 171 000 le nombre de nouveaux cas de cancer annuel au Canada et à plus 
de 75 000 le nombre de décès (1). Selon les taux d’incidence et de mortalité actuels, les 
probabilités d’être atteint d’un cancer au cours de sa vie se situent entre 40 et 45%, et un 
Canadien sur quatre risque d’en mourir. 
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Deux des principaux types de cancers qui serviront de modèle pour cette étude, soit 
les cancers du sein et du rein, sont aussi liés à des statistiques désolantes. Le cancer du sein 
est celui ayant la plus forte incidence chez la femme. Bien que le taux de mortalité qui lui 
est attribuable soit en baisse (Figure 1), entre autres en raison de la détection plus précoce 
rendue possible grâce aux mammographies, le cancer du sein reste le deuxième plus mortel 
chez la femme. De plus, le taux de survie chez les femmes atteintes âgées entre 20 et 39 ans 
au moment du diagnostic est le plus faible parmi tous les groupes d’âges se situant entre 20 
et 79 ans (1). Ces statistiques témoignent du fait que les traitements actuels, bien qu’ils 
aient une efficacité grandissante et contribuent à la tendance à la baisse du taux de 
mortalité, échouent encore dans de nombreux cas. De plus, les possibilités de traitements 
sont limitées pour certains cas. Les approches thérapeutiques envisageables sont 
déterminées en fonction de certains paramètres clinico-pathologiques permettant de 
classifier les carcinomes mammaires et étant d’importants facteurs prédictifs de la survie 
des patients. D’une part, différents stades cliniques peuvent être attribués à ces cancers 
selon 3 critères : la taille de la tumeur primaire (T), le nombre de ganglions axillaires 
atteints par les cellules cancéreuses (N), et la présence de métastases à distance (M), référé 
comme étant la classification TNM. Dans les cas de cancers invasifs, la chirurgie ne peut 
être envisagée, ce qui limite les options de traitement pour ces patientes. D’autre part, les 
tumeurs peuvent aussi être caractérisées par la présence de récepteurs hormonaux dont les 
récepteurs à œstrogène (ER) et à progestérone (PR), ou par la surexpression du récepteur 
human epidermal growth factor receptor 2  (HER-2). Ces patientes peuvent alors bénéficier 
de thérapies adjuvantes comme l’hormonothérapie destinée à empêcher les hormones de 
contribuer à la croissance des cellules tumorales et l’Herceptin® qui constitue une thérapie 
ciblée visant à éliminer les cellules qui surexpriment HER-2. Malheureusement, pour les 
cas dits « triples négatifs », ces options supplémentaires de traitements ne sont d’aucune 
utilité. 
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Figure 1 Taux d’incidence et de mortalité du cancer du sein, pour les femmes au 
Canada entre 1980 et 2009. 
 
Légende: Taux d’incidence et de mortalité normalisés selon l’âge. Les taux sont corrigés 
en prenant pour référence la population canadienne de 1991. Des données estimatives sont 
utilisées pour l’incidence entre 2006 et 2009 et pour la mortalité entre 2005 et 2009 (2). 
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Les carcinomes mammaires représentent 98% des cancers du sein et sont 
catégorisés comme infiltrants ou in situ selon qu’ils envahissent ou non le tissu conjonctif 
avoisinant. Ces carcinomes peuvent se développer à partir des cellules épithéliales des 
canaux ou des lobes de la glande mammaire pour former respectivement des carcinomes 
canalaires ou lobulaires. Différents facteurs de risque sont associés à l’apparition de cette 
pathologie. Une composante génétique est à l’origine d’un faible pourcentage des cas (5 à 
10%), attribuables à des mutations sur certains gènes dont BRCA1 et BRCA2. Des facteurs 
hormonaux jouent aussi un rôle dans la susceptibilité au cancer du sein. La fenêtre 
d’exposition aux œstrogènes, regroupant plusieurs facteurs comme l’âge à laquelle 
surviennent les premières règles et la ménopause, le nombre de grossesses, mais surtout 
l’âge à la première grossesse, a une forte influence sur l’incidence de ce cancer. 
 
Le cancer du rein a quant à lui une fréquence moins élevée dans la population 
Canadienne, puisqu’on estime à 4800 le nombre de nouveaux cas de cancer du rein qui 
surviendront en 2010. Ce cancer entraîne cependant des conséquences dramatiques chez les 
patients qui en sont atteints puisque environ 34% d’entre eux en décèderont dans les 5 
années suivant le diagnostique (1). Ce taux de mortalité atteint 90% pour les patients 
présentant des métastases. Puisque les tumeurs primaires et les métastases sont chimio- et 
radio-résistantes, la chirurgie reste le traitement principal pour ce type de cancer, mais son 
rôle est limité dans les cas de cancers métastatiques. 
 
Différents facteurs de risque contribuent au développement du cancer du rein, dont 
des troubles génétiques reliés à la maladie de von Hippel-Lindau, l’obésité, et le tabagisme. 
Plusieurs facteurs permettent d’établir un pronostic chez les patients atteints d’un cancer du 
rein, dont le type de tumeur. Le carcinome à cellules rénales qui représente plus de 90% des 
cas de cancer du rein, regroupe différents sous-types dont le carcinome à cellules claires, le 
carcinome des tubes collecteurs et le sarcome à cellules rénales étant associés au pronostic 
le moins favorable, ainsi que les types papillaire et chromophobe annonçant un meilleur 
pronostic. Le grade qui fait état du niveau de différenciation des cellules cancéreuses 
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influence aussi le pronostic des patients. Enfin, le stade est le facteur prédictif le plus 
important et est établi selon une classification TNM similaire à celle du cancer du sein bien 
que les critères de taille soient différents. 
 
 
1.1.2 Traits relatifs au cancer 
 
Bien qu’elles se développent dans des organes différents, les tumeurs sont le fruit 
d’un événement commun; les altérations génétiques. L’accumulation de ces altérations 
amorce un processus de transformation des cellules normales menant progressivement à des 
cellules ayant un potentiel malin. Selon ce qui a été proposé par Hanahan et Weinberg il y a 
une dizaine d’années (3), les tumeurs, quelle que soit leur origine, développent des 
propriétés intrinsèques qui selon eux sont universelles. Dans leur modèle, six traits 
fondamentaux sont attribués aux cancers et consistent en une autosuffisance en facteurs de 
croissance, une insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance, une évasion de la mort 
cellulaire programmée (apoptose), un potentiel réplicatif illimité, une angiogénèse soutenue 
et une invasion tissulaire ainsi qu’un potentiel métastatique (Figure 2). 
 
Plusieurs de ces traits fondamentaux peuvent être reliés par l’inflammation, une 
composante importante de l’environnement tumoral communément retrouvée dans une 
multitude de cancers. L’inflammation peut d’une part être présente avant toute 
transformation maligne et ainsi être à la source de l’apparition de certains types de tumeurs 
(4,5). À l’inverse, certaines tumeurs peuvent induire un microenvironnement inflammatoire 
qui à son tour favorisera la croissance tumorale. Ces conditions inflammatoires agissent de 
plusieurs façons pour promouvoir la progression tumorale, entre autres en aidant à la survie 
des cellules malignes, en favorisant l’angiogénèse et la formation de métastases, et en 
altérant la réponse immunitaire adaptative. Parmi la gamme de molécules impliquées dans 
l’inflammation liée au cancer, certaines peuvent être identifiées comme des molécules 
endogènes clés, dont certains facteurs de transcription comme le NF-κB. Ce dernier peut 
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être activé suite à des altérations génétiques dans les cellules tumorales (6) et son activation 
constitutive est communément retrouvée dans plusieurs cancers humains (revu dans (7)). 
NF-κB étant connu pour réguler l’expression de plusieurs gènes impliqués dans la 
promotion du cancer (8,9), son expression constitutive joue un rôle déterminant dans la 
progression tumorale. 
 
Parallèlement aux traits communs qui gouvernent la tumorigénèse, chaque tumeur 
revêt un caractère unique. La littérature fournis d’ailleurs des évidences que les cancers 
sont empreints d’une grande variabilité d’un individu à l’autre, même en appartenant au 
même type histologique. Une étude menée sur 65 échantillons cliniques de cancer du sein 
humain prélevés chez 42 individus avant et après avoir reçu un traitement de 
chimiothérapie en est d’ailleurs un bon exemple. Selon le profil d’expression des gènes 
déterminé à l’aide de micro-puces à ADN, les échantillons indépendants prélevés à 16 
semaines d’intervalle chez un même patient avant et après l’administration d’un agent 
chimiothérapeutique ont plus de ressemblances entre eux qu’avec n’importe quel autre 
échantillon analysé (10). Ces observations se transposent aussi pour des échantillons 
provenant de mêmes patients, mais prélevés à des sites anatomiques différents. En effet, les 
cellules cancéreuses prélevées de la tumeur primaire ou des métastases ganglionnaires ont 
un profil d’expression génique plus apparenté entre elles qu’avec tous les autres 
échantillons auxquels elles ont été comparées (10). 
 
Ces caractéristiques propres au cancer de chaque individu mettent en évidence le 
fait qu’en plus d’acquérir des propriétés intrinsèques, les tumeurs acquièrent aussi des 
propriétés extrinsèques. Celles-ci sont le produit des interactions qui surviennent entre les 
cellules cancéreuses et certaines cellules de l’hôte. Plus précisément, le système 
immunitaire est en étroite communication avec les cellules cancéreuses et influence de 
façon unique la progression tumorale. 
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Figure 2 Les six traits fondamentaux du cancer. (Figure tirée de  (3)) 
 
Légende: Schéma représentatif de l’hypothèse selon laquelle la grande majorité sinon tous 
les cancers acquièrent six caractéristiques fonctionnelles durant leur développement, mais 
selon des stratégies mécanistiques différentes. 
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1.2 Interactions entre la tumeur et le système immunitaire 
 
1.2.1 Reconnaissance des cellules tumorales par le système immunitaire 
 
La théorie selon laquelle le système immunitaire possède la capacité d’interagir 
avec les cellules tumorales et puisse affecter le cours de la tumorigénèse en s’attaquant aux 
cellules tumorales de la même façon qu’il s’attaque aux agents infectieux a longtemps été 
controversé. L’idée que l’immunité puisse protéger l’hôte contre l’apparition de néoplames 
a été proposée par Ehrlich en 1909. Une cinquantaine d’années plus tard, le terme 
d’immuno-surveillance est apparu, alors que Thomas et Burnet ont proposée que 
l’élimination de cellules transformées, dont l’apparition survenait de façon continuelle, était 
rendue possible grâce aux lymphocytes. Une incidence accrue de tumeurs chez les 
individus ayant une dysfonction immunitaire supportait d’ailleurs cette théorie. Ce concept 
n’a cependant pas perduré lorsque Stutman a mis en évidence le fait que des souris ‘’nude’’ 
dépourvues de thymus ne développaient pas plus de tumeurs spontanées ou induites par un 
agent chimique, le méthylcholanthrène, que les souris contrôles (11). 
 
La théorie initiale de l’immunosurveillance a finalement été ravivée il y a une 
dizaine d’années, grâce à différents modèles de souris knock-out pour une variété de 
composantes immunologiques dont l’interféron-gamma (IFN-γ), le récepteur de l’IFN-γ 
(IFN-γR), la perforine, le gène activateur de la recombinaison (RAG)-2 et STAT1. Les 
souris ne possédant pas de lymphocytes ou ayant une signalisation par l’IFN-γ altérée sont 
plus susceptibles de développer des sarcomes et des lymphomes spontanés ou induits par 
un carcinogène, ainsi que plus de tumeurs d’origine épithéliales spontanées (12,13). Les 
souris déficiente en perforine développent quant à elles un plus haut taux de lymphomes et 
d’adénocarcinomes du poumon (12,14).  Les discordances entre ces résultats et ceux des 
études antérieures s’expliquent par le fait que la souris athymique, bien qu’elle ne possède 
pas de lymphocytes T, est dotée de cellules natural killer (NK). Ce type cellulaire possède 
en effet des propriétés leur permettant d’éliminer les cellules tumorales. Elles sont d’une 
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part pourvues de récepteurs inhibiteurs dont les ligands sont des molécules de classe I du 
CMH (15). L’interaction entre ces récepteurs des cellules NK avec des cellules présentant 
une expression de CMH de classe I représente un important point de contrôle pour 
l’activation des cellules NK. Les cellules tumorales ayant généralement un niveau réduit de 
molécules de classe I du CMH, elles ne fournissent pas les signaux inhibiteurs aux cellules 
NK. Leur activation dépend cependant aussi des signaux dérivés de l’interaction entre leurs 
récepteurs activateurs et leur ligand, ceux-ci étant surexprimés par les cellules tumorales 
alors qu’ils ne sont généralement pas exprimés chez les cellules normales (16). Cette 
combinaison entre les signaux activateurs et l’absence de signaux inhibiteurs confère aux 
cellules NK un potentiel cytotoxique envers les cellules tumorales. 
 
Une étude réalisée par Schreiber chez des souris RAG-2-/-, gène nécessaire au 
développement des lymphocytes matures et fonctionnels, a démontré que les tumeurs 
prélevées chez ces souris étaient plus facilement éliminées lorsqu’implantées chez des 
souris de type sauvage, comparativement aux tumeurs des souris contrôles (13). Ces 
résultats ont été interprétés comme une évidence d’un modelage des tumeurs par le système 
immunitaire. Les variant tumoraux les plus immunogéniques étant éliminés par les 
lymphocytes, ils laissent place aux cellules tumorales ayant des propriétés leur permettant 
d’échapper au système immunitaire. Ainsi, Schreiber et ses collègues ont élaboré la théorie 
de l’immunoediting qui tient compte des 3 étapes menant à la progression tumorale : 
Élimination, Équilibre et Évasion (17). Selon cette théorie, l’élimination correspond au 
concept initial d’immuno-surveillance; l’équilibre représente le processus par lequel des 
cellules tumorales sont éliminées par le système immunitaire, mais entraîne l’émergence de 
variants tumoraux possédant de meilleures capacités à survivre à une attaque par le système 
immunitaire; et l’évasion se décrit par une expansion incontrôlée de la tumeur chez un hôte 
immunocompétent.  
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1.2.2 Importance de l’infiltrat immunitaire dans le cancer : corrélation avec le 
pronostic 
 
L’invasion lymphocytaire de la masse tumorale est un trait commun de plusieurs 
tumeurs solides humaines et est d’une importance primordiale pour la défense de l’hôte 
contre le développement de néoplasmes. L’une des évidences les plus marquées du rôle que 
joue le système immunitaire dans la lutte contre le cancer est la forte association entre une 
présence accrue de lymphocytes T effecteurs infiltrant la tumeur et un meilleur pronostic 
pour les patients (18). Cependant, plusieurs facteurs relatifs à l’infiltrat, dont la densité, le 
type cellulaire et la localisation, interviennent sur l’impact de celui-ci sur la progression 
tumorale et ainsi sur le pronostic des patients. 
 
Densité 
L’infiltrat immunitaire peut être défini en termes de densité cellulaire qui est 
généralement représentée selon 3 intensités : absente/faible, modérée et abondante. Cette 
densité peut être une mesure globale de la présence intratumorale de cellules immunitaires 
ou elle peut être déterminée pour une population précise de cellules immunitaires comme 
les lymphocytes T. Il est d’ailleurs bien documenté qu’une densité élevée de leucocytes ou 
de lymphocytes T CD3+ infiltrant les tumeurs corrèle avec une augmentation de la survie 
des patients, dans plusieurs types de cancers humains  (19-21). La présentation antigénique 
par les cellules tumorales pourrait être déterminante pour l’abondance des cellules 
immunitaires infiltrantes. En effet, une association positive entre la densité des 
lymphocytes T intratumoraux et l’expression des molécules du complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH) de classe I a été démontrée (22). 
 
Cependant, la densité n’est pas le seul facteur à prendre en considération quant à 
l’influence que peuvent avoir les lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL).  En effet, un 
infiltrat immunitaire abondant est l’indicateur d’une survie significativement prolongée 
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chez des patients âgés de moins de 50 ans atteints d’un cancer du sein, alors qu’il 
n’influence pas la survie chez les 50 ans et plus (23). Cette observation met en évidence le 
fait que la densité à elle seule ne suffit pas à bloquer la progression et la dissémination de la 
tumeur. Il est possible qu’une densité similaire de cellules immunitaires soit retrouvée à la 
fois dans les cancers à apparition précoce ou tardive, mais que la composition de l’infiltrat 
diffère entre ces deux groupes. De plus, des défauts dans les fonctions effectrices de ces 
cellules immunitaires peuvent survenir chez les patients d’un âge avancé et affecter 
négativement la réponse anti-tumorale (revu dans (24)). 
 
Type cellulaire et état d’activation 
La démonstration faite d’une association entre la densité globale de l’infiltrat 
immunitaire et la survie des patients, est contredite par d’autres études (25). Ces dernières 
ont plutôt permis d’établir un lien entre la survie des patients et la proportion des différents 
sous-types de cellules immunitaires présentes dans le tissu tumoral ou l’expression de 
certains marqueurs d’activation à leur surface. En effet, l’infiltrat immunitaire peut être 
composé d’une variété de types cellulaires, n’ayant pas tous les propriétés nécessaires à 
l’élimination des cellules tumorales, selon leur phénotype. Ainsi, la balance entre les 
cellules effectrices et les cellules régulatrices apparaît comme étant un facteur déterminant 
dans le rôle joué par l’infiltrat immunitaire sur la progression tumorale. 
 
Il a été suggéré qu’un meilleur pronostic est retrouvé chez les patients présentant 
une fréquence élevée de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Non seulement la fréquence 
absolue de CD8+, mais un ratio élevé de ceux-ci par rapport aux CD4+ corrèle avec une 
meilleure survie des patients (25). Dans le cancer du sein, la présence accrue des 
lymphocytes T CD4+ est fréquemment rapportée comme étant un facteur promouvant la 
progression tumorale. Ainsi, l’abondance de l’infiltrat de lymphocytes T CD4+ reflète le 
statut métastatique des ganglions lymphatiques (26). Ces observations peuvent être dues au 
fait que les lymphocytes T CD4+ comportent une sous-population de lymphocytes T 
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régulateurs (Treg) CD4+CD25+Foxp3+, qui suppriment la réponse immunitaire. D’ailleurs, 
une présence accrue de Treg infiltrant les tumeurs est détectée dans une variété de cancers 
(27). De plus, cette accumulation substantielle retrouvée principalement dans les cancers de 
stades avancés corrèle de façon inverse avec la survie des patients et s’avère être un facteur 
pronostique indépendant (28). 
 
D’autre part, afin d’être en mesure d’accomplir leurs fonctions, les cellules 
immunitaires intratumorales doivent être préalablement activées. Cet état d’activation peut 
être mesuré grâce à l’expression de certains marqueurs à la surface des cellules comme le 
HLA-DR. Ce marqueur serait d’ailleurs retrouvé à la surface des lymphocytes infiltrant les 
tumeurs les moins agressives, alors qu’une plus faible expression de ce marqueur a été 
notée chez les cas de cancers plus invasifs (29). Sa présence a donc été associée avec une 
diminution de la progression de la maladie. 
 
De plus, les fonctions des cellules immunitaires dépendent des cytokines qu’elles 
produisent. Les cytokines sont donc un facteur important à considérer dans l’analyse du 
profil des TIL. Par exemple, il a été observé que les lymphocytes T CD4+ infiltrant des 
mélanomes peu agressifs produisent des cytokines typiques d’une réponse inflammatoire 
Th1 comme l’IFN-γ, l’interleukine (IL)-2 et l’IL-15, alors que les tumeurs plus malignes 
sont infiltrées par des CD4+ produisant des cytokines comme le transforming growth 
factor-beta (TGF-β) et l’IL-10 (30). 
 
Localisation 
Les TIL peuvent être retrouvés non seulement dans l’épithélium tumoral, mais aussi 
dans le stroma qui l’entoure. Cependant, selon leur localisation, ces cellules infiltrantes 
n’ont pas toutes le même effet sur la survie des patients, puisque leurs fonctions peuvent 
être affectées différemment selon qu’elles soient dans un environnement local, régional ou 
systémique par rapport à la tumeur. 
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Par exemple, dans le cancer de l’ovaire, en plus de retrouver des TIL, des 
lymphocytes associés à la tumeur (TAL) se retrouvent aussi dans les ascites des patientes, 
conséquence de la dissémination tumorale dans la cavité péritonéale. La comparaison des 
TAL aux cellules immunitaires du sang périphérique montre que ces premières 
comprennent des lymphocytes T CD4+ et CD8+ qui présentent un phénotype activé de par 
leur expression de CD69 et du HLA-DR (31). Une forte accumulation de cellules 
CD3+CD56+, possiblement des cellules de type NK-T possédant une activité cytotoxique a 
aussi été détectée dans les ascites des patientes ayant bien répondu aux traitements 
chimiothérapeutiques, faisant de cette population cellulaire un facteur prédictif potentiel 
pour la sensibilité à la chimiothérapie. 
 
Densité, type et localisation cellulaire 
Une grande proportion des études s’étant penchées sur le phénotype des cellules 
immunitaires infiltrant les tumeurs ont été réalisées par immunohistochimie sur des tissus 
tumoraux fixés sur des lames. Bien que cette méthode permette la quantification de 
marqueurs individuels, elle limite la caractérisation détaillée des sous-types cellulaires et 
leur état d’activation qui requiert l’utilisation de plusieurs marqueurs simultanément. De 
plus, les critères établis pour définir la positivité des échantillons ainsi que la classification 
appliquée varie d’une étude à l’autre, ce qui peut entraîner des discordances entre les 
conclusions. Certaines études comptabilisent séparément les cellules retrouvées dans 
l’épithélium ou dans le stroma, alors que d’autres ne font pas cette distinction.  De plus, 
dans ce type d’étude, le phénotype de l’infiltrat immunitaire n’est pas comparé aux cellules 
immunitaires du sang périphérique ou aux cellules immunitaires infiltrant les tissus non 
cancéreux. 
 
Les analyses réalisées par cytométrie de flux impliquent quant à elles généralement 
une digestion enzymatique des tissus pour en extraire les cellules immunitaires. Cette 
procédure peut entraîner la perte de marqueurs à la surface cellulaire (32,33) et ainsi 
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introduire un biais dans les conclusions tirées de telles analyses. Le phénotypage des 
cellules immunitaires infiltrant les tumeurs par cette méthode n’est pas réalisable à partir de 
tous les tissus puisque leur extraction offre un rendement parfois insuffisant pour en 
permettre l’analyse. Ces échantillons sont alors exclus des analyses et par le fait même des 
statistiques relatives à la survie des patients en fonction de la nature ou de la densité de leur 
infiltrat immunitaire. Enfin, la cytométrie de flux ne permet pas de visualiser la localisation 
des cellules immunitaires dans l’architecture de la tumeur et ne permet pas d’observer des 
interactions cellulaires. Par contre, elle permet d’étudier le caractère fonctionnel de ces 
cellules infiltrantes en déterminant les cytokines produites par ces mêmes cellules. 
 
Par ailleurs, des techniques d’analyse génomiques et protéomiques à large échelle 
surmontent plusieurs des inconvénients associés aux méthodes décrites ci-haut et 
parviennent à regrouper plusieurs facteurs critiques à l’étude des marqueurs de cellules 
immunitaires et leur impact sur le pronostic des patients. Ces méthodes permettent 
l’analyse et la comparaison d’une grande quantité d’échantillons, pouvant être prélevés 
dans différentes zones de la tumeur. Des études ayant pour but de déterminer les signatures 
moléculaires des tumeurs, grâce à des techniques telles les micro-puces à ADN (gene 
array) et le micro-étalage de tissus (tissue microarray) ont permis d’établir une relation 
inverse entre l’infiltrat et la récurrence tumorale pour des patients atteints d’un carcinome 
colorectal. La classification des patients selon l’intensité d’expression des gènes associés à 
une immunité adaptative de type Th1 dont l’interferon regulatory factor 1 (IRF1), l’IFN-γ, 
le CD3-ζ, le CD8 et le granzyme B dans leur tumeur a permis de les regrouper de façon à 
déterminer leur probabilité à rechuter (18). La densité des infiltrats de CD3, CD8, 
granzyme B et CD45RO évaluée grâce à des marquages in situ de plusieurs centaines de 
tissus a permis la stratification des patients atteints du cancer du côlon en 2 groupes dont la 
survie globale et sans récurrence était statistiquement différente (18). 
 
En plus de la densité, la localisation des cellules immunitaires permet de prédire 
l’évolution clinique chez les patients en stade précoce de la maladie. Une forte infiltration 
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de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) (CD8+) et mémoires (CD45+) à la fois au centre de la 
tumeur et dans les marges invasives est indicateur d’un faible risque de récurrence ainsi que 
d’une survie globale significativement augmentée par rapport aux patients ayant un faible 
marquage de ces molécules dans l’une ou l’autre des régions tumorales (34).  Ces données 
suggèrent que la réponse immunitaire adaptative joue un rôle important dans la prévention 
de la récurrence. Elle permet possiblement d’affaiblir le pouvoir métastatique des cellules 
tumorales et la génération d’une mémoire immunitaire nuisant à la réapparition de cellules 
cancéreuses. Cependant, bien que des cellules immunitaires infiltrent un grand nombre de 
tumeurs solides, elles doivent aussi y être en abondance pour être l’indicateur d’un bon 
pronostic. Cette abondance de cellules immunitaires est peut-être sous-jacente à une 
absence de mécanismes immunosuppresseurs dans l’environnement tumoral. 
 
Spécificité des TIL 
 En plus des facteurs décrits ci-haut, un autre facteur est déterminant dans l’influence 
que peut avoir l’infiltrat immunitaire sur la progression tumorale. La spécificité des 
lymphocytes pour des protéines présentées par les cellules cancéreuses est d’une 
importance majeure pour que celles-ci soient éliminées par le système immunitaire, et sera 
discutée dans la section suivante. 
 
 
1.2.3 Réponses immunitaires contre des antigènes dérivés des tumeurs 
 
L’élimination des cellules tumorales peut se produire suite à leur reconnaissance et 
à une réponse spécifique orchestrée par les deux acteurs responsables de la réponse 
immunitaire adaptative, les lymphocytes T et les lymphocytes B. Cette réponse spécifique 
est dirigée contre des protéines retrouvées chez les cellules tumorales, nommées antigènes 
tumoraux (AT). Quatre grandes catégories permettant de classifier ces AT ont été établies, 
soit les antigènes des cellules germinales (cancer-testis antigens), les antigènes de 
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différenciation, les antigènes surexprimés et les antigènes spécifiques aux tumeurs uniques 
ou partagés par différents types de cancers (revu dans  (35)). Il existe dans la littérature 
plusieurs évidences qu’une réponse naturelle contre des antigènes dérivés des cellules 
tumorales puisse survenir chez des patients atteints de cancer. 
 
D’une part, les lymphocytes T qui sont responsables de la réponse immunitaire à 
médiation cellulaire peuvent reconnaître spécifiquement des AT. Via leur récepteur de 
cellule T (TCR) spécifique, les lymphocytes sont en mesure de reconnaître et de se lier à un 
complexe composé d’une molécule du CMH chargée d’un fragment peptidique de 
l’antigène nommé peptide. Les peptides dérivés d’AT peuvent être présentés aux 
lymphocytes T CD8+ directement par les cellules tumorales via les molécules de classe I du 
CMH à leur surface (Figure 3A). Les AT peuvent aussi être internalisés, apprêtés et 
présentés à des lymphocytes T CD4+ par des APC grâce au CMH de classe II (Figure 3B). 
Cette interaction entre des composantes des cellules tumorales et les lymphocytes T initie 
une réponse cytotoxique par les CD8+ devant mener à la mort des cellules tumorales. 
L’efficacité de cette réponse est accrue par les lymphocytes T CD4+ activés, qui, par la 
production de cytokines, stimulent la prolifération et la différenciation des lymphocytes T 
CD8+. De plus, la régulation positive du CD40 ligand (CD40L) à la surface des CD4+ 
activés contribue à l’activation des APC qui stimuleront la réponse. 
 
Alternativement, des antigènes exogènes peuvent être apprêtés et présentés par des 
molécules de classe I du CMH à des lymphocytes T CD8+ par un processus de présentation 
croisée. Bien que ce phénomène ait été source de controverse, il est maintenant reconnu 
pour l’important rôle qu’il joue dans la réponse immunitaire contre les tumeurs (36,37). La 
présentation croisée d’AT par des APC aux CD8+ permet que la reconnaissance d’un 
peptide antigénique lié au CMH de classe I soit accompagnée des signaux de co-stimulation 
requis pour l’activation des CD8+ naïfs.  
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Un grand nombre d’épitopes dérivées d’AT et pouvant être reconnus par des 
lymphocytes T ont déjà été identifiés, et ce pour plusieurs types de cancers. Un inventaire 
détaillé de ces AT fait d’ailleurs l’objet d’une revue de littérature (35). Une fréquence 
élevée de lymphocytes T spécifiques à différents AT peut d’ailleurs être retrouvée dans le 
sang circulant des patients, et ce même avant toute intervention visant à manipuler 
l’immunité de ces patients (38). 
 
En plus d’apporter une aide aux lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, les lymphocytes 
T CD4+ peuvent aussi entrer en discussion avec les lymphocytes B et ainsi favoriser la 
branche humorale de la réponse immunitaire menant à la production d’anticorps. Lorsqu’un 
lymphocyte B reconnaît spécifiquement un antigène par l’entremise de son récepteur de 
cellule B, celui-ci est internalisé, dégradé sous forme de peptides qui peuvent à leur tour 
être présentés à la surface cellulaire par les CMH de classe II. La liaison de ce complexe au 
TCR d’un lymphocyte T CD4+ spécifique résulte en l’échange de signaux entre ces deux 
types cellulaires. Les lymphocytes T répondent à ce stimulus par l’induction de 
l’expression de CD40L à leur surface, qui se lie au CD40 des lymphocytes B et déclenche 
l’expression de la molécule B7 chez ces derniers. Ainsi, la liaison entre B7 et CD28 
respectivement à la surface des lymphocytes B et T fourni le signal de co-stimulation 
nécessaire à l’activation des lymphocytes T et à la production de cytokines, qui viennent à 
leur tour stimuler la prolifération des lymphocytes B et la différenciation en cellules 
productrices d’anticorps, les plasmocytes. 
 
De nombreuses études ont démontré qu’une telle réponse humorale peut être 
produite contre des AT. Ces anticorps peuvent être spécifiques à des néo-antigènes 
retrouvés seulement dans les tumeurs, mais la plupart sont dirigés contre des protéines du 
soi qui sont exprimés de façon aberrante dans les cancers. Des anticorps spécifiques à p53, 
un gène suppresseur de tumeur p53 muté dans environ 50% de tous les cancers humains et 
qui joue un rôle central dans la carcinogénèse, ont été détectés dans le sérum de patients 
atteints de différents types de cancer dont ceux du côlon, du sein et du poumon (39). Des 
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auto-anticorps dirigés contre des protéines surexprimées dans un pourcentage élevé de cas 
de cancer comme HER-2 sont aussi fréquemment retrouvés dans le sérum des patients (40). 
En plus des exemples ci-haut mentionnés, il existe un nombre impressionnant d’AT pour 
lesquels des auto-anticorps ont été identifiés. Grâce aux avancées technologiques des 
dernières années, plus de 2300 auto-antigènes sont documentés à ce jour (revu dans  (41)). 
 
La présence de ces anticorps démontre qu’une réponse immunitaire humorale peut 
survenir contre des AT, mais il n’est pas clair si cette réponse confère une protection aux 
patients. En effet, certaines études ont associé la présence de tels anticorps avec des 
paramètres cliniques et un pronostic défavorables (42,43) alors que d’autres concluent 
plutôt à une augmentation de la survie des patients (44,45). 
 
Ainsi, le système immunitaire a la capacité de mettre en place une réponse naturelle 
contre les cellules cancéreuses. Cependant, les régressions tumorales spontanées sont rares 
(revu dans (46-48)), ce qui permet de faire le constat que l’immunité anti-tumorale 
nécessite une stimulation supplémentaire afin d’être plus efficace. 
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Figure 3 Présentation antigénique classique par les cellules tumorales et 
présentatrices d’antigènes. (Figure inspirée de (49)) 
 
Légende: (A) Dans la voie de présentation par le CMH de classe I, les peptides sont 
produits à partir de protéines endogènes dans le cytosol, puis sont transportées vers le 
réticulum endoplasmique (RE) où ils se lient aux molécules du CMH. Les complexes 
peptides-CMH sont transportés à la surface cellulaire et peuvent être reconnus par des 
lymphocytes T CD8+. (B) Dans la voie de présentation par le CMH de classe II, les 
protéines sont internalisées par des vésicules puis dégradées en peptides pour ensuite se lier 
au CMH dirigé vers la même vésicule. Les complexes CMH II- peptide migrent à la surface 
cellulaire pour être reconnus par les lymphocytes T CD4+. 
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1.3 Immunothérapie du cancer 
 
1.3.1 Définitions et justification 
 
L’immunothérapie du cancer consiste à utiliser le système immunitaire afin qu’il 
cible et élimine les cellules tumorales, tout en préservant les cellules normales. Ceci peut 
entre autre être réalisé par l’administration d’anticorps monoclonaux, d’interférons ou 
d’interleukines, ainsi que par la vaccination des patients avec différentes composantes 
immunitaires, comme, des cellules dendritiques (DC), des NK ou des lymphocytes pour 
stimuler l’immunité de façon non-spécifique ou spécifique. La stimulation spécifique 
repose principalement sur la présence d’antigènes associés aux tumeurs, lesquels peuvent 
être reconnus par les effecteurs de la réponse cellulaire ou humorale du système 
immunitaire et initier une réponse anti-tumorale. L’identification de tels antigènes a ouvert 
la voie au développement de multiples stratégies immunothérapeutiques. Ainsi, la 
vaccination avec des AT, qu’ils soient sous forme de peptides, d’ADN ou d’extraits de 
cellules tumorales, a pour objectif de stimuler des CTL CD8+ ou des lymphocytes T 
auxiliaires CD4+ spécifiques. 
 
 Considérant ses multiples avantages théoriques, l’immunothérapie anti-tumorale 
pourrait représenter une forme de traitement permettant de surpasser certaines des 
contraintes associées aux thérapies communément utilisées pour le traitement du cancer. 
D’une part, cette approche serait ciblée comparativement aux thérapies conventionnelles 
telles la chimiothérapie et la radiothérapie qui sont peu spécifiques. De plus, contrairement 
à ces dernières qui sont connues pour engendrer une toxicité, l’immunothérapie pourrait 
occasionner peu d’effets secondaires indésirables et des mesures pourraient être prises pour 
contrôler ceux-ci advenant qu’ils surviennent. D’autre part, l’immunothérapie pourrait 
permettre de cibler non seulement les tumeurs primaires, mais aussi les cellules 
disséminées et les métastases, en raison d’une potentielle re-circulation des lymphocytes T 
spécifiques, ce qui n’est pas le cas avec d’autres types de thérapies administrées 
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localement. Enfin, l’immunothérapie pourrait servir autant d’intervention préventive chez 
les individus présentant un haut risque de développer un cancer ou de récidiver suite à un 
cancer traité, que d’intervention curative pour les cancers primaires à différents stades ou 
les cancers métastatiques. Cette approche pourrait même être combinée à certaines 
thérapies conventionnelles afin d’en tirer de plus grands bénéfices. 
 
 
1.3.2 Stratégies immunothérapeutiques 
 
L’élaboration d’un vaccin destiné à l’éradication de tumeurs est complexe puisque 
différents éléments entrent dans sa composition et doivent être optimaux. D’abord, une 
cible antigénique spécifique à la tumeur et ayant un fort potentiel immunogène doit être 
identifiée. Ensuite, une plateforme via laquelle ces antigènes seront administrés doit être 
choisie. Et enfin, une stratégie favorisant une stimulation adjuvante de l’immunité afin de 
renforcer la réponse peut y être intégrée. Ainsi, l’immunothérapie du cancer englobe une 
variété de composantes vaccinales, ayant été testés en clinique, et dont l’efficacité est 
variable mais souvent inférieure à ce qui est attendu compte tenu des résultats observés 
dans des modèles précliniques. 
 
Anticorps monoclonaux 
 Parmi les traitements dits immunothérapeutiques, on retrouve les vaccins basés sur 
des anticorps monoclonaux ciblant des molécules de surface spécifiques. Ces anticorps 
visent généralement à inhiber le signalement associé à ces molécules qui promeuvent la 
croissance des cellules tumorales ou encore font obstacle à la réponse immunitaire anti-
tumorale. Un large spectre de cellules peut donc être la cible d’un tel type de thérapie. 
 
D’une part, les anticorps monoclonaux peuvent cibler une molécule surexprimée à 
surface des cellules cancéreuses. C’est d’ailleurs le cas du trastuzumab, un anticorps dirigé 
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contre HER2, une protéine qui s’associe avec d’autres membres de la famille des epidermal 
growth factor receptors, pour induire un signalement favorisant la croissance cellulaire. La 
surexpression de HER2 est présente dans environ 25% des cas de cancer du sein, et cette 
caractéristique corrèle avec une plus forte agressivité des tumeurs, une plus grande 
probabilité de récurrence et un mauvais pronostic (50). Le trastuzumab est donc utilisé 
comme traitement dans les cas de cancer du sein dans lesquels une forte surexpression de 
HER2 est retrouvée, afin de bloquer ce signalement responsable de la progression tumorale 
(51). 
 
Outre les cellules tumorales elles-mêmes, d’autres types cellulaires faisant partie de 
la structure tumorale peuvent être ciblés par une telle approche. D’une part, les tumeurs 
sont souvent caractérisées par la production de facteurs pro-angiogéniques, favorisant la 
croissance tumorale par la formation de nouveaux vaisseaux sanguins qui permettent 
l’apport de nutriments et d’oxygène. Des anticorps monoclonaux visant à inhiber ce 
processus ont donc été développés et testés en cliniques. Ceux-ci se lient soit au vascular 
endothelial growth factor (VEGF) ou à son récepteur, le VEGFR, pour interférer avec leur 
signalement. Les thérapies anti-angiogéniques combinées au ciblage des cellules stromales 
telles les cellules myéloïdes CD11b+ associées aux tumeurs pourrait constituer une avenue 
intéressante. En effet, ces cellules ont été identifiées comme étant à la source d’une 
résistance des thérapies anti-angiogéniques (52). De plus, les cellules stromales ne 
présentent pas l’instabilité génomique qui caractérise les cellules tumorales et elles ont ainsi 
moins de possibilités pour s’évader.  
 
La manipulation de signaux inhibiteurs des voies de co-stimulation est une autre 
avenue vers laquelle une thérapie par les anticorps monoclonaux peut être dirigée.  L’une 
des voies les plus étudiées est celle impliquant la molécule cytotoxic T lymphocyte antigen-
4 (CTLA-4) qui est exprimé à la surface des lymphocytes T lorsque activés. Le CTLA-4 a 
une affinité supérieure envers les molécules B7 en comparaison avec le CD28. Lorsque le 
CTLA-4 est engagé, il s’oppose aux signaux de co-stimulation émis par le CD28 en 
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enclenchant des signaux inhibiteurs chez les lymphocytes T et il en résulte l’inhibition de la 
réponse des lymphocytes T (revu dans (53)). Ceci tend à être contré par l’administration 
d’anticorps monoclonaux dirigés contre le CTLA-4, soit l’ipilimumab et le tremelimumab. 
Cette approche ciblant des cellules immunitaires comporte un avantage non négligeable par 
rapport aux immunothérapies ciblant les cellules tumorales qui ont la capacité de s’évader. 
De plus, ne requérant pas l’expression d’une cible commune par les cellules tumorales, elle 
a le potentiel d’être utilisée pour le traitement de plusieurs types de cancers. Dans des essais 
cliniques de phase II, l’ipilimumab a d’ailleurs montré une certaine efficacité chez des 
patients atteints du cancer, principalement pour le mélanome métastatique. Entre autres, des 
régressions tumorales, une stabilisation de la maladie et une augmentation de la survie des 
patients ont été observés (revu dans (54)). Des réponses partielles ont aussi été provoquées 
par l’ipilimumab chez des patients atteints d’un cancer métastatique des cellules rénales 
(55). Quant au tremelimumab, son administration entraîne aussi des régressions tumorales 
et une stabilisation de la maladie, mais la comparaison de son efficacité avec celle d’un 
traitement chimiothérapeutique standard n’a pas permis de démontrer sa supériorité, ce qui 
a forcé l’arrêt d’une étude clinique de phase III (54). De plus, les réponses objectives 
générées par l’administration d’anti-CTLA-4 sont souvent associées avec des effets 
secondaires de grade 3 et 4, tels des colites, des dermatites, des uvéites, des entérocolites et 
des hépatites (56).  
 
Certaines limites sont cependant associées à l’utilisation et à l’efficacité de ces 
anticorps. L’une d’elles concerne la proportion restreinte de patients surexprimant à un 
degré suffisant la molécule ciblée pour bénéficier des effets d’une telle thérapie. C’est entre 
autre le cas du trastuzumab, dont l’efficacité in vivo corrèle fortement avec le degré de 
surexpression de HER2, selon des modèles pré-cliniques (57). Le même phénomène est 
observé en clinique, puisque les patients chez qui la plus forte surexpression est retrouvée 
sur une échelle de 0 à 3+ sont plus susceptibles de tirer des bénéfices du trastuzumab (58). 
D’autre part, une résistance aux anticorps peut survenir chez un grand nombre de patients 
admissibles au traitement. Les patients chez lesquels aucune réponse n’est détectée 
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présentent une résistance innée, alors qu’une résistance acquise peut se développer chez les 
patients ayant initialement profité d’une réponse. C’est entre autre le cas du trastuzumab, 
qui selon les études, génère un taux de réponse variant entre 12 et 40%, indiquant qu’une 
majorité des patients traités ne répondent pas et sont donc naturellement résistants. De plus, 
parmi les répondeurs, plus de 40% sont victimes d’un retour de la progression de la maladie 
dans les 12 mois suivant le début du traitement, indiquant l’apparition de mécanismes de 
résistance (59). Enfin, l’efficacité des anticorps monoclonaux est souvent limitée lorsqu’ils 
sont utilisés en mono-thérapie, mais elle se trouve considérablement améliorée par leur 
combinaison avec des traitements de chimiothérapie. D’ailleurs, l’utilisation combinatoire 
du trastuzumab avec le paclitaxel ou la cyclophosphamide est associée avec une 
augmentation du taux de réponses objectives, de la durée des réponses et de la survie 
globale et sans progression (51). Des effets similaires ont été observés pour certains agents 
anti-angiogéniques comme le bevacizumab (60) ainsi que pour un des anticorps anti-
CTLA-4, l’ipilimumab (61). 
 
 
Vaccins basés sur des peptides ou de l’ADN 
Depuis le clonage de MAGE-1 en 1991, qui est un antigène du mélanome mais 
aussi le premier AT reconnu par des lymphocytes T à avoir été identifié, bon nombre d’AT 
ont été découverts pour divers cancers (35).  L’identification d’un ou plusieurs épitopes, qui 
consistent en des séquences peptidiques reconnues par des lymphocytes T spécifiques, 
provenant des AT, est à la base de la vaccination anti-tumorale par les peptides. Cette 
méthode de vaccination est d’ailleurs la plus simple et rapide à produire et permet une 
standardisation du vaccin, ce qui constitue un avantage majeur. 
 
Certains obstacles s’opposent cependant à son applicabilité à l’ensemble des 
patients. D’une part, les AT desquels proviennent les peptides ne sont pas exprimés par 
toutes les tumeurs d’un même type. Ainsi, la proportion des patients pouvant bénéficier 
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d’un vaccin composé d’un peptide précis est souvent limitée. De plus, chacun de ces 
peptides est restreint au CMH, c’est-à-dire que pour être reconnu par un lymphocyte T 
spécifique, il doit se loger dans la poche peptidique d’un CMH bien précis pour lequel il 
possède des résidus d’ancrage. Ceci restreint l’administration de tels vaccins peptidiques 
aux patients qui possèdent le CMH approprié seulement. 
 
Étant généralement le produit d’antigènes du soi, les peptides dérivés des cellules 
tumorales ne sont reconnus que par des lymphocytes T de faible avidité, ce qui peut 
constituer un obstacle à une vaccination anti-tumorale efficace. Pour contrer cette 
limitation, les antigènes peuvent être rendus plus immunogènes en modifiant un acide 
aminé dans la séquence peptidique, augmentant ainsi la force de liaison entre la molécule 
de CMH et le peptide, et pouvant générer une réponse plus prononcée des lymphocytes T 
spécifiques (62). 
 
L’administration d’ADN codant pour un AT représente une alternative intéressante. 
Tout comme les vaccins peptidiques, les vaccins à ADN peuvent être produits selon une 
méthode standardisée. De plus, puisque souvent plusieurs épitopes sont reconnus par des 
lymphocytes T sur un même antigène, et que certains sont plus immunogènes que d’autres, 
les vaccins à ADN ont la capacité de stimuler des lymphocytes T spécifiques à différents 
peptides, parmi lesquels certains génèreront une réponse plus efficace. 
 
Le mélanome ayant fait l’objet de la majorité des essais cliniques dans le domaine 
de l’immunothérapie, bon nombre de ces études ont été consacrées à l’évaluation de 
l’efficacité des vaccins peptidiques chez des patients atteints de ce type de cancer. Une 
compilation des résultats découlant de ces multiples études a d’ailleurs été publiée en 2004, 
et a fait état d’un taux de réponse clinique moyen de seulement 2,9%, malgré les différentes 
stratégies mises en place pour améliorer l’efficacité de cette approche vaccinale (63). 
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Un inconvénient majeur relié à l’approche immunothérapeutique basée sur les 
peptides ou l’ADN constitue la perte de l’antigène cible. Ce phénomène qui sera discuté 
plus amplement dans la section 1.5.2 survient lorsque les cellules tumorales exprimant 
l’antigène ciblé par le vaccin sont éliminées alors que les cellules ne l’exprimant pas 
persistent. Ceci entraîne l’émergence d’autres antigènes n’étant pas ciblés par le vaccin, 
rendant donc celui-ci inefficace. Certaines études se sont d’ailleurs intéressées à l’analyse 
de la spécificité des lymphocytes T retrouvés chez des patients ayant bénéficié d’une 
régression tumorale suite à une vaccination ciblant un antigène en particulier. Elles ont 
révélé que chez ces patients, la fréquence des lymphocytes T spécifiques à l’antigène ciblé 
était de 100 à 10 000 fois plus faible par rapport à celle des lymphocytes T spécifiques à 
d’autres AT non ciblés par le vaccin (38,64,65). Ceci laisse supposer que pour qu’une 
régression tumorale se produise, une réponse contre plusieurs antigènes doit être induite. 
Ceci justifie donc les efforts consacrés au développement de vaccins cellulaires ciblant 
différents antigènes à la fois, une approche pouvant s’avérer plus intéressant d’un point de 
vue clinique. 
 
 
Vaccins cellulaires 
Les vaccins cellulaires sont une forme d’immunothérapie qui consiste en 
l’utilisation de cellules tumorales, qu’elles soient autologues ou allogéniques. La méthode 
basée sur les cellules autologues, provenant de la résection de la tumeur primaire du patient 
qui recevra le vaccin, présente certains avantages. D’une part, l’ensemble des AT de 
l’individu s’y retrouve, permettant ainsi que plusieurs antigènes soient ciblés à la fois. De 
plus, l’identification d’épitopes n’est pas nécessaire lorsque des cellules tumorales sont 
exploitées. Une telle approche requiert cependant la préparation de vaccins individualisés, 
ce qui peut être évité par l’utilisation de lignées cellulaires en remplacement des cellules 
tumorales autologues. Cette approche s’appuie sur le fait que les cellules provenant de 
tumeurs d’un même type partagent des AT communs, ce qui fait des cellules allogéniques 
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une source antigénique intéressante à exploiter. D’après les résultats obtenus de 
nombreuses études cliniques, les vaccins composés de cellules autologues ne permettent 
pas d’obtenir un taux de réponse significativement plus élevé que les cellules allogéniques 
(66). 
 
Par ailleurs, l’efficacité supérieure de l’utilisation de cellules tumorales ou d’extraits 
de ces cellules par rapport à l’utilisation d’épitopes définis a été mise en évidence par 
Neller et ses collègues (66). En effet, ce groupe a réalisé une revue exhaustive des résultats 
d’essais cliniques d’immunothérapie utilisant l’une ou l’autre de ces méthodes, pour un 
large éventail de cancers incluant le mélanome, le cancer du rein, du foie, du poumon, de la 
prostate, du sein, du côlon, du pancréas et de l’ovaire. Cette compilation a permis d’établir 
qu’en ciblant un large spectre d’AT par l’utilisation de cellules tumorales entières, une 
réponse objective est rapportée chez 8,1 % des patients traités en moyenne. De son côté, la 
vaccination ciblant des antigènes préalablement définis engendre un taux de réponses 
objectives de seulement 3,6%.  
 
Cependant, puisque les cellules tumorales sont de façon générale faiblement 
immunogéniques, ces vaccins peuvent nécessiter des adjuvants immunologiques, lesquels 
entraînent fréquemment des réactions auto-immunes. De plus, la plupart des tumeurs 
solides ne possèdent pas de molécules de co-stimulation permettant une stimulation 
adéquate des lymphocytes T (67). Dans l’optique d’améliorer le potentiel stimulant de ce 
type de vaccin, des modifications peuvent être apportées aux cellules tumorales afin 
qu’elles expriment des molécules de co-stimulation dont B7 et CD40, des molécules du 
CMH de classe I et de classe II, des molécules d’adhésion telles ICAM1 et LFA3 et/ou des 
cytokines, entre autre l’IL-2, l’IL-12 et le granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor (GM-CSF) (68-72). 
 
Les DC étant de puissantes cellules présentatrices d’antigènes (APC) de par leur 
capacité particulière à engloutir, apprêter et présenter les antigènes aux lymphocytes T 
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(revu dans (73)), elles jouent un rôle crucial dans le déclenchement d’une réponse antigène-
spécifique par les lymphocytes T. Ces cellules sont donc vouées à être utilisées en clinique 
afin de stimuler la réponse immunitaire anti-tumorale. Plusieurs approches ont donc été 
déployées pour mettre à profit les DC dans les vaccins anti-cancer.  Parmi celles-ci, on 
retrouve l’électroporation des DC avec de l’acide ribonucléique messager (ARNm) codant 
pour un AT (74), la fusion des DC avec des cellules tumorales (75), ainsi que le chargement 
des DC avec des peptides dérivés d’AT (76) ou des lysats de cellules tumorales. Quelle que 
soit l’approche utilisée, les vaccins constitués de DC sont personnalisés, ce qui rend leur 
préparation laborieuse, au même titre que les vaccins constitués des cellules tumorales 
autologues. 
 
Une approche immunothérapeutique basée sur les cellules dendritiques, le 
Sipuleucel-T, a d’ailleurs été récemment approuvée par la US Food and Drug 
administration. Cette thérapie qui constitue la première immunothérapie spécifique à un 
antigène approuvée pour le traitement du cancer représente une avancée majeure pour le 
traitement personnalisé du cancer. Le Sipuleucel-T, utilisé dans le traitement contre le 
cancer de la prostate, est en effet produit sur mesure pour chaque patient à partir d’une 
leucaphérèse à partir de laquelle sont enrichis les monocytes (77). Ceux-ci sont alors 
incubés avec une protéine de fusion réunissant le GM-CSF et la Prostatic acid phosphatase 
(PAP), un antigène exprimé dans la majorité des adénocarcinomes de la prostate (78), pour 
ensuite être administrés au patient. Il en résulte une maturation des monocytes en APC 
pleinement compétentes pouvant présenter des peptides de PAP au système immunitaire de 
l’hôte, activant ainsi les lymphocytes T CD4+ et CD8+, lesquels participent à la réponse 
anti-tumorale (79). Les essais cliniques de phase III ont permis de démontrer que le 
Sipuleucel-T prolonge significativement la survie globale des patients  (80). 
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Transfert adoptif de lymphocytes T 
Bien qu’ayant montré leur efficacité dans une multitude de modèles murins, les 
différents vaccins décrits ci-dessus n’ont pas mené aux taux de succès escomptés lorsqu’ils 
ont été transposés chez l’humain (revu dans (81)). La méthode de vaccination ayant amené 
les résultats les plus concluants est définitivement le transfert adoptif de TIL (Figure 4). 
Celle-ci consiste à extraire les lymphocytes infiltrant la tumeur d’un patient, puis de les 
activer pour ensuite sélectionner les cellules spécifiques ayant un fort potentiel de réponse. 
Ces cellules sont alors amplifiées in vitro pour atteindre des quantités de l’ordre de 1x1011 
cellules (82), pour enfin être administrées au patient ayant préalablement subi une 
lymphodéplétion non-myéloablative. Des essais cliniques de transfert adoptif ont entraîné 
des régressions tumorales dans une proportion allant jusqu’à 51% des patients atteints d’un 
mélanome réfractaire (83). Il a d’ailleurs été démontré que le processus de lymphodéplétion 
précédant le transfert adoptif améliore considérablement l’efficacité du traitement. 
L’irradiation totale du corps ou l’administration d’agents chimiothérapeutiques 
lymphodéplétants non-myéloablatifs agit en réduisant à la fois les Treg, mais aussi les 
cellules qui consomment l’IL-7 et l’IL-15, des cytokines importantes pour la prolifération 
et la fonction des lymphocytes T. Ceci résulte non pas en une augmentation du nombre de 
lymphocytes T réactifs à la tumeur, mais plutôt à une augmentation des fonctions 
effectrices des cellules transférées (84). 
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Figure 4 Génération de lymphocytes T anti-tumoraux utilisés pour le transfert 
adoptif. (Figure tirée de  (85)) 
 
Légende: La tumeur est excisée et plusieurs cultures individuelles sont établies, prolifèrent 
séparément et sont testées pour leur reconnaissance spécifique de la tumeur. Les cultures 
hautement réactives subissent une expansion, pour atteindre des quantités de l’ordre de 1010 
à 1011 cellules. Elles sont ensuite infusées au patient suivant l’administration d’une 
chimiothérapie lympho-déplétante. 
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L’isolement et l’expansion de lymphocytes T réactifs à la tumeur représente 
cependant un processus difficile et laborieux. D’une part, cette approche requiert un 
prélèvement du tissu tumoral par biopsie, ce qui restreint le nombre de patients éligibles en 
raison de la trop petite taille ou encore de l’inaccessibilité de leur tumeur (86). Dans les cas 
où la biopsie est possible, les TIL isolés doivent être cultivés afin d’en générer une quantité 
suffisante pour permettre l’administration au patient. Cette étape longue et coûteuse n’est 
fructueuse que dans la moitié des cas pour lesquels un échantillon de la tumeur a pu être 
prélevé (87). Par ailleurs, les TIL ne sont pas une source renouvelable de lymphocytes T, ce 
qui peut être limitant lorsqu’une re-stimulation est nécessaire. Dans l’optique d’éviter 
d’avoir à sélectionner les lymphocytes T réactifs, ceux-ci peuvent être modifiés ex vivo de 
façon à leur faire exprimer le TCR désiré. La spécificité des lymphocytes T provenant du 
sang périphérique de patients peut être redirigée en introduisant à l’aide de vecteurs 
rétroviraux des gènes encodant des TCR spécifiques à des AT. Cette technique permet de 
générer à la fois des lymphocytes T CD8+ pouvant reconnaître et lyser des cellules 
tumorales exprimant l’antigène cible in vitro, ainsi que des CD4+ qui favorisent la réponse 
des CD8+ (88). Lorsque administrée à des patients, des lymphocytes T ayant un TCR 
redirigé peuvent représenter plus de 10% des lymphocytes circulant dans le sang 
périphérique un mois après le transfert, et des régressions tumorales sont observées chez 
certains d’entre eux (89). Par ailleurs, les TCR peuvent aussi être modifiés de manière à ce 
que leur domaine intracellulaire soit celui d’une molécule de co-stimulation, la 
reconnaissance antigénique devenant ainsi le seul pré-requis menant à la lyse de la cellule 
cible. 
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1.4 Les défis actuels reliés à l’immunologie des tumeurs et l’immunothérapie 
 
Les essais cliniques réalisées chez l’humain jusqu’à maintenant n’ont pas connu les 
même succès que ceux obtenus avec différents modèles expérimentaux murins. On a établi 
plusieurs critères devant être rencontrés pour qu’une immunothérapie parvienne à 
reconnaître et à éliminer sa cible qu’est la tumeur. Les six facteurs critiques pour 
l’efficacité d’une immunothérapie anti-tumorale sont schématisés dans la figure 5. 
 
Seuil antigénique 
Les AT étant généralement des protéines du soi, ils sont reconnus par des 
lymphocytes T de faible avidité. Le seuil antigénique nécessaire à l’activation de ces 
lymphocytes T spécifiques s’en trouve donc augmenté. L’importance d’une forte 
expression de l’antigène cible a été démontrée grâce à un modèle expérimental auquel 
étaient implantées des cellules tumorales exprimant un faible ou un haut niveau de 
l’antigène. Le transfert de lymphocytes T spécifiques à l’antigène a permis le rejet des 
tumeurs seulement chez les souris porteuses de tumeurs exprimant fortement l’antigène 
cible (90).  
 
Présentation antigénique 
Bien qu’un haut niveau d’antigène soit exprimé, celui-ci ne peut être reconnu par un 
lymphocyte T que s’il est présenté par une molécule du CMH. Tel qu’il sera discuté dans la 
section 1.5, il survient régulièrement chez les cellules tumorales une perte de l’expression 
des molécules de classe I du CMH, limitant donc la présentation antigénique par celles-ci. 
La vaccination anti-tumorale doit donc inclure des moyens stimulant la présentation 
antigénique, soit par l’augmentation de l’expression des CMH de classe I à la surface des 
cellules tumorales, ou soit en favorisant la présentation antigénique par les APC capables 
de présenter à la fois par les CMH de classe I et de classe II. 
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Réponse des lymphocytes T 
Suite à la rencontre de l’antigène auquel il est spécifique, un lymphocyte T se doit 
de répondre par une phase de prolifération donnant naissance à une large population de 
lymphocytes T spécifiques. Bien que, suite à l’administration d’un vaccin anti-tumoral, une 
augmentation du nombre de lymphocytes T spécifiques à la tumeur circulant dans le sang 
des patients survient dans une grande proportion des cas, cette réponse immunologique se 
transpose rarement en une régression tumorale (91,92). Une cause possible de ces échecs 
concerne le fait que les lymphocytes T spécifiques à la tumeur générés atteignent 
difficilement une fréquence supérieure à 2% des lymphocytes T CD8+ circulants (91,93).  
Ce problème peut être surmonté par le transfert adoptif, qui permet l’obtention de quantités 
imposantes de lymphocytes T du patient par leur expansion in vitro, pouvant ensuite être 
administrés au patient. Chez des hôtes lymphodéplétés, le transfert adoptif de ces cellules 
peut donner lieu à des proportions de lymphocytes T anti-tumoraux circulants allant de 5 à 
75% des CD8+ totaux  (82). 
 
Migration des lymphocytes T 
Bien que le nombre de cellules transférées soit un facteur déterminant pour la 
réussite ou l’échec d’une immunothérapie, les cellules transférées doivent aussi migrer vers 
le site de la tumeur pour y remplir leurs fonctions effectrices. Il a été démontré que chez les 
patients n’ayant pas bénéficié d’une régression tumorale suite à un traitement 
d’immunothérapie, les lymphocytes T spécifiques générés ne parviennent pas à infiltrer la 
tumeur. Selon plusieurs études réalisées sur des modèles expérimentaux, il semble que le 
tissu tumoral soit peu permissif à l’extravasation des lymphocytes. Bien que ceux-ci soient 
retrouvés en forte densité dans la région péri-tumorale, ils infiltrent plus difficilement la 
région intra-tumorale elle-même (94). Contrairement aux vaisseaux permettant la migration 
des lymphocytes dans les organes lymphoïdes secondaires, la vascularisation présente dans 
les tumeurs possèderait de faibles niveaux d’ICAM-1, molécule clé pour l’adhésion des 
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lymphocytes à l’endothélium, ainsi qu’une incapacité à interagir efficacement avec les 
lymphocytes T circulants, entravant ainsi leur transmigration subséquente (revu dans (95)). 
 
Destruction de la cible 
Une fois présents au site tumoral, les lymphocytes T spécifiques à la tumeur doivent 
d’une part reconnaître la cible, mais ils doivent ensuite être activés et pouvoir mettre en 
œuvre leurs fonctions effectrices afin d’amorcer la destruction des cellules tumorales. Ces 
étapes critiques sont cependant difficiles à accomplir puisque plusieurs éléments présents 
dans l’environnement tumoral font obstacle au déploiement des fonctions des lymphocytes 
T. Ces éléments ayant des effets néfastes sur la réponse immunitaire anti-tumorale qui 
seront détaillés dans la section 1.5 doivent impérativement être contournés par les 
différentes stratégies de vaccination. 
 
Génération d’une mémoire immunitaire anti-tumorale 
L’objectif ultime de l’immunothérapie de cancer consiste non seulement à générer 
une réponse immunitaire menant à une régression tumorale, mais vise aussi à ce que cette 
réponse soit durable afin d’éviter que des récidives ne surviennent. L’un des avantages 
d’utiliser le système immunitaire pour provoquer l’élimination des tumeurs se rapporte au 
fait qu’il existe une mémoire immunologique. Lorsqu’une réponse immunitaire se produit, 
une étape d’expansion donnant lieu à une large population de cellules progénitrices pouvant 
se différencier en populations de cellules T effectrices ou mémoires. La population de 
cellules mémoires possède des propriétés distinctes lui permettant d’être ré-activée 
rapidement suite à seconde exposition à l’antigène. Cependant, dans une situation 
d’exposition chronique à l’antigène, les propriétés des cellules mémoires générées sont 
affectées et elles culminent vers un stade d’épuisement (revu dans  (96)).  Ce phénomène 
concorde avec la conversion d’une réponse anti-tumorale curative en une réponse non-
curative in vivo. Les stratégies d’immunothérapie doivent donc prendre en considération les 
facteurs importants permettant la génération d’une mémoire fonctionnelle. 
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Figure 5 Les six étapes nécessaires pour une réponse anti-tumorale efficace 
impliquant les lymphocytes T CD8+. (Figure tirée de (97)) 
 
Légende: La destruction efficace des tumeurs par les lymphocytes T CD8+ spécifiques aux 
antigènes est un processus comprenant plusieurs étapes. Chacune des six étapes est requise 
et peu être modulée par plusieurs facteurs : les AT doivent être présents (a); ces antigènes 
doivent atteindre des cellules présentatrices professionnelles, soit les APC, puis être 
chargés par celles-ci (b); les lymphocytes T spécifiques doivent proliférer en réponse aux 
antigènes (c); les lymphocytes T spécifiques doivent circuler et s’infiltrer dans la tumeur 
(d); une fois pénétrés dans l’environnement tumoral, les cellules T spécifiques doivent 
surpasser les molécules immuno-suppressives présentes localement afin de reconnaître et 
tuer leur cible (e); des cellules mémoires doivent être générées pour obtenir une réponse 
durable (f). 
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1.5 Tolérance immunitaire et mécanismes d’évasion tumorale 
 
Les mécanismes d’évasion tumorale empêchant le processus menant à la destruction 
des cellules tumorales cibles sont un domaine d’intense recherche. En plus d’être 
impliquées dans la progression naturelle de la maladie, ces mécanismes d’évasion tumorale 
pourraient expliquer en grande partie les faibles taux de réponses cliniques suivant un 
traitement d’immunothérapie anti-tumorale. Ces nombreux mécanismes imposant une 
barrière aux fonctions des TIL peuvent affecter plusieurs aspects de l’immunité en se 
manifestant autant chez les cellules tumorales que chez les TIL eux-mêmes.  
 
 
1.5.1 Défauts dans la machinerie d’apprêtement et de présentation des antigènes 
 
La lyse d’une cellule cible, telle une cellule tumorale, par un lymphocyte T effecteur 
se produit suite à la reconnaissance par le TCR d’un antigène présenté sous forme de 
peptide à la surface de la cellule cible par le CMH (Figure 3, section 1.2). Lorsque l’une des 
composantes impliquées dans cette étape critique fait défaut, la reconnaissance antigénique 
en est altérée. La promotion d’une réponse immunitaire par des CTL est ainsi compromise, 
ce qui ouvre la porte à une progression tumorale protégée contre la destruction par ceux-ci. 
 
Différents défauts impliquant des éléments de la reconnaissance antigénique ont été 
documentés dans la littérature. D’une part, l’absence complète de molécules de classe I du 
CMH est fréquente chez plusieurs types de tumeurs dont le mélanome, le carcinome 
colorectal, l’adénocarcinome de la prostate, ainsi que dans environ 50% des cas de cancer 
du sein (98,99). Une telle diminution ou absence totale de molécules de classe I du CMH 
est par ailleurs associée avec des cancers invasifs et métastatiques. Une perte totale des 
molécules de classe I du CMH a entre autres été observée dans des métastases de 
mélanomes récurrents chez des patients ayant précédemment bénéficié d’une réponse 
clinique suite à une immunothérapie (100). Cette perte des molécules de classe I du CMH 
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peut résulter d’une l’altération des protéines clés dans la machinerie d’apprêtement et de 
présentation des antigènes, dont TAP (transporter associated with antigen processing), la 
tapasin (TAP-associated protein), la β2-microglobuline, ainsi que les low-molecular weight 
protein 2 (LMP2) et LMP7 (Figure 6). 
 
Pour permettre la formation d’un complexe CMH-peptide, les peptides sont d’abord 
transloqués du cytosol au réticulum endoplasmique (RE) par TAP, une protéine de 
transport hétérodimérique composée de 2 sous-unités, TAP-1 et TAP-2. La perte de l’une 
ou l’autre des sous-unités de TAP est fréquemment rapportée dans plusieurs types de 
cancers (101-103). En plus des mutations menant à la perte d’expression de TAP, une 
mutation près de son site de liaison à l’ATP a aussi été décrite, entraînant ainsi une perte de 
fonction de TAP (104). Une mutation sur le gène de la tapasine, molécule chaperone qui a 
pour rôle d’amener TAP à proximité de la molécule de classe I du CMH a aussi été 
identifiée dans des cellules cancéreuses. Cette mutation entraîne une perte de fonction de la 
tapasine, ce qui mène à une diminution de la stabilité du transporteur TAP et à une 
réduction de l’expression des molécules de classe I du CMH en surface des cellules  
(105,106). 
 
Une altération de l’expression de la β2-microglobuline, la chaîne légère de la 
molécule de classe I du CMH survient aussi dans différents cancers (107,108). En  
l’absence de la β2-microglobuline, il survient un mauvais assemblage des molécules de 
classe I du CMH et une perte de l’expression de celles-ci. Des évidences cliniques ont 
démontré qu’une réapparition des lésions après qu’une réponse clinique à une 
immunothérapie dirigée ait été observée chez des patients atteints de mélanome 
métastatique était associée avec une perte du CMH de classe I dans une grande proportion 
des cas. Cette perte était causée par une mutation dans une copie du gène de la β2-
microglobuline et par une perte de l’autre copie  (100,109). 
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Deux sous-unités induites par l’IFN-γ pouvant s’associer au protéasome, LMP-2 et 
LMP7, favorisent la génération de peptides antigéniques capables de lier les molécules de 
classe I du CMH. Une régulation négative de ces sous-unités a été observée dans plusieurs 
lignées cellulaires tumorales (110). 
 
 De multiples mutations impliquant plusieurs des gènes responsables de 
l’apprêtement et de la présentation des antigènes peuvent affliger une cellule tumorale 
(109) et ainsi lui conférer un fort avantage sélectif vis-à-vis du système immunitaire. 
 
 
1.5.2 Perte d’antigènes tumoraux 
 
 En plus des conséquences liées aux mutations et/ou délétions de différents gènes 
associés à la présentation antigénique, la perte d’AT peut survenir. Celle-ci est par ailleurs 
associée à une progression de la maladie. Une absence ou une faible expression des 
protéines cibles peut nuire à une immunité anti-tumorale durable. Il a été démontré que les 
AT reconnus par les CTL isolés de lésions métastatiques de mélanomes récurrents sont 
différents de ceux reconnus par les CTL provenant de lésions primaires autologues (111). 
De plus, un traitement immunothérapeutique ciblant un antigène particulier peut favoriser 
l’émergence de certains autres antigènes. Des biopsies prélevées pré- ou post-transfert 
adoptif de lymphocytes T spécifiques à un antigène du mélanome, MART-1, ont révélé que 
les lésions résiduelles ou récurrentes avaient perdu l’expression de l’antigène ciblé, alors 
que l’expression d’autres antigènes bien connus du mélanome était restée intacte (112). 
Ceci suggère que plusieurs AT devraient être ciblés lors d’essais immunothérapeutiques. 
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Figure 6 Mécanismes moléculaires responsables des déficiences en CMH de 
classe I. (Figure tirée de  (113)) 
Légende: Les AT sont apprêtés dans le protéasome ce qui génère des peptides qui sont 
ensuite transportés par TAP au RE où ils se lient à certains CMH de classe I. Les 
complexes CMH-peptide sont transportés via l’appareil de Golgi vers la surface cellulaire. 
Plusieurs défauts sont associés avec l’évasion tumorale de la reconnaissance par le système 
immunitaire: a) Perte d’hétérogénéité, défaut dans la régulation transcriptionelle ou 
mutations spontanées impliquant le gène des molécules de classe I du CMH; (b) des 
défauts dans le transporteur peptidique TAP causent une diminution des molécules de 
classe I du CMH; (c) défauts dans le composantes de la machinerie d’apprêtement des 
antigènes, telles les sous-unités du protéasome LMP-2 et LMP-7, résultent en une 
diminution d’expression des CMH de classe I; (d) des délétions ou mutations dans le gène 
de la β2-microglobuline résultent en une perte totale des molécules de classe I du CMH. 
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1.5.3 Défaut de signalement par les récepteurs de mort cellulaire et expression de 
ligands pour les récepteurs de mort cellulaire 
 
 Le ligand de Fas (FasL) et le TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) 
exprimés par les lymphocytes T sont deux systèmes impliquant le signalement par des 
récepteurs de mort cellulaire qui contribuent à l’immunosurveillance tumorale. La liaison 
de ces ligands à leur récepteur à la surface des cellules tumorales engendre la transmission 
de signaux via le « domaine de mort » présent sur la portion cytoplasmique du récepteur. Il 
s’en suit l’activation d’une cascade de signaux impliquant plusieurs caspases et menant à la 
mort cellulaire. Les cellules tumorales peuvent devenir résistantes à cette mort cellulaire de 
différentes façons. En plus de présenter des mutations dans le domaine cytoplasmique de 
Fas qui empêche son signalement (114), elles peuvent produire un inhibiteur de la caspase 
8 pour échapper à l’apoptose (115). De plus, des mutations peuvent inactiver des éléments 
nécessaires pour le signalement qui se situent en aval du récepteur de mort cellulaire, dont 
FADD et la caspase 10. La perte d’expression du récepteur de TRAIL ou de composantes 
impliquées dans le signalement par TRAIL peuvent aussi survenir (116). 
 
 Il a aussi été proposé que ce mécanisme de mort cellulaire soit une arme à double 
tranchant et puisse être mis à profit des cellules tumorales afin de s’évader du système 
immunitaire. L’expression du FasL par les cellules tumorales a initialement été décrite dans 
le cancer du côlon, puis dans plusieurs autres types de cancers (117,118). Selon ces études, 
l’expression de FasL confèrerait aux cellules tumorales la capacité d’activer des signaux 
menant à la mort des lymphocytes T présents dans l’environnement tumoral exprimant le 
récepteur Fas. Une controverse entoure cependant cette hypothèse dans la littérature, 
puisque d’autres études ont démontré que les cellules tumorales exprimant FasL n’induisent 
pas l’apoptose de cibles exprimant Fas (119). 
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1.5.4 Co-inhibition et manque de co-stimulation 
 
Pour être convenablement activé, un lymphocyte T doit recevoir 2 signaux; le 
premier fourni par la reconnaissance d’un complexe CMH-peptide par son TCR spécifique, 
et le second est issu d’une liaison entre la molécule CD28 en surface du lymphocyte T et 
l’un de ses ligands, soit B7-1 ou B7-2. En absence de ce second signal, la cellule T 
deviendra anergique plutôt qu’activée (120). Cette condition est aussi requise pour 
l’activation et l’expansion des TIL. Cependant, la majorité des tumeurs solides n’expriment 
pas ces ligands de co-stimulation. 
 
Les bénéfices que peut procurer la présence de B7 sur les cellules tumorales ont été 
évalués à l’aide de modèles précliniques et lors d’essais cliniques. Chez la souris, des 
cellules tumorales transfectées avec des molécules de co-stimulation B7 sont rejetées in 
vivo alors que les cellules de type sauvage s’établissent pour former des tumeurs (121). De 
plus, un vaccin basé sur des vecteurs encodant B7 permet le traitement de tumeurs établies. 
Cependant chez l’humain, des vaccins basés sur des vecteurs viraux encodant des antigènes 
associés aux tumeurs (TAA) et des molécules de co-stimulation entraînent une 
augmentation des cellules T spécifiques à l’antigène en périphérie, mais les régressions 
tumorales sont peu fréquentes (122,123). Les tumeurs humaines étant généralement peu 
immunogéniques, le manque de co-stimulation n’est pas le seul mécanisme expliquant 
l’évasion tumorale. 
 
Il existe par ailleurs d’autres molécules de co-stimulation qui, à l’inverse de CD28, 
ont pour rôle d’atténuer la réponse immunitaire en antagonisant l’action de CD28. Ainsi, la 
balance des signaux positifs et négatifs que procurent les molécules de co-stimulation est 
cruciale pour déterminer l’activation ou l’inactivation des lymphocytes T. Lorsque la 
balance favorise la co-inhibition, le signalement permet d’amoindrir la réponse des 
lymphocytes T, ce qui n’est pas souhaitable dans le contexte d’une réponse anti-tumorale 
qui doit perdurer. L’une de ces molécules inhibant le signalement par B7 et qui auraient un 
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rôle à jouer dans l’évasion tumorale est le CTLA-4, qui a une meilleure affinité que CD28 
pour un même ligand, les molécules B7. Contrairement au CD28 qui est exprimé de façon 
constitutive à la surface des lymphocytes T, le CTLA-4 est induit de façon transitoire suite 
à une activation des lymphocytes T. Cela fait d’elle une molécule intéressante à cibler, ce 
qui est réalisable en clinique grâce à des anticorps monoclonaux destinés à bloquer son 
engagement avec B7. Cependant, ayant un rôle à jouer dans le maintient de la tolérance 
périphérique, le blocage de cette molécule entraîne des conséquences indésirables telles des 
réactions auto-immunes (124). 
 
L’interaction entre la molécule programmed death receptor ligand-1 (PD-L1) et son 
récepteur PD-1 présent à la surface des lymphocytes T est une autre voie de co-inhibition 
conférant un avantage aux tumeurs. En effet, le signalement par PD-1 entraîne un état de 
tolérance des lymphocytes T envers les cellules tumorales, les rendant moins susceptibles à 
la lyse in vitro, et plus invasives in vivo (125). Une expression accrue de PD-1 est retrouvée 
en surface des TIL par rapport aux PBMC correspondant (126). De plus, une surexpression 
des ligands de PD-1 est rapportée dans plusieurs cancers murins et humains, et corrèle avec 
un pronostic défavorable (127,128). Une telle surexpression est non seulement retrouvée 
chez les cellules tumorales mais aussi chez les APC, ce qui a pour effet d’altérer 
l’activation des lymphocytes T (129). 
 
 
1.5.5 Diminution de la transduction du signal par le récepteur des cellules T 
 
Des défauts intrinsèques aux lymphocytes T peuvent aussi affecter la réponse anti-
tumorale en entraînant leur dysfonction. Une prolifération diminuée des lymphocytes T 
infiltrant les tumeurs en réponse à une stimulation par le TCR a été rapportée dans 
différentes études (130) laissait supposer un signalement défectueux par celui-ci. Il a en 
effet été démontré que des altérations dans le complexe du récepteur des cellules T peuvent 
survenir. Une diminution du niveau d’expression de la chaîne CD3ζ, qui est responsable de 
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la transduction du signal lors d’une activation par le TCR, peut survenir et affecter 
négativement la réponse de ceux-ci.   
 
Des défauts associés à des composantes du TCR ont d’abord été identifiés dans des 
modèles murins de carcinomes rénaux ou colorectaux (131). Une perte d’expression de la 
chaîne zêta du TCR ainsi que de d’autres molécules intracellulaires impliquées dans le 
signalement des lymphocytes T, telles les tyrosines kinases p56lck et p59fyn ont alors été 
décrites chez les lymphocytes T de la rate de ces souris porteuses de tumeurs. Chez 
l’humain,  une telle perte d’expression de la chaîne CD3ζ des TIL a été rapportée pour la 
première fois chez des patients atteints d’un carcinome rénal (132), puis colorectal (133). 
Une diminution marquée ou une absence complète de p56 caractérisait aussi les TIL, alors 
qu’elle n’affectait pas les cellules du sang périphérique (132). Lorsque présentes chez les 
lymphocytes T, ces altérations affectant le signalement par le TCR diminuent leur 
activation et donc la réponse anti-tumorale. Ainsi, chez des patients atteints d’un mélanome 
ou d’un carcinome gastrique, une diminution du taux de survie a été associée avec une perte 
de CD3ζ (134,135). 
 
 Un autre type de défaut impliquant la signalisation par le TCR a récemment été 
élucidé par le groupe de van der Bruggen (136), alors qu’ils ont identifié une perte de la 
proximité entre le TCR et son co-récepteur, le CD8, à la surface des TIL. Pour l’activation 
d’un lymphocyte T, ces deux molécules doivent se concentrer dans la région de contact 
entre la cellule cible et le lymphocyte T, soit la synapse immunologique. Lorsqu’une 
proximité ne peut s’installer entre le TCR et le CD8 suite à un stimulus, il en résulte 
l’anergie des lymphocytes T. L’absence de co-localisation entre le TCR et son co-récepteur 
CD8 observée sur des TIL de carcinome mammaire et ovarien résulte d’une séquestration 
des molécules de TCR par des treillis de galectine-3. Ce phénomène de séquestration peut 
être renversé par la présence de ligands de la galectine-3, tels la N-acetyllactosamine, 
permettant la libération des molécules de TCR et ainsi une activation adéquate des TIL. 
1.5.6 Les cellules immunorégulatrices 
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L’accumulation de différents types d’effecteurs immunosuppressifs dans le 
microenvironnement tumoral et les ganglions drainant les tumeurs est fréquemment 
observée et peut contribuer à l’inhibition de la réponse anti-tumorale. 
 
Les Treg 
Un avancement majeur dans la compréhension de la suppression de l’immunité anti-
tumorale est sans contredit l’identification d’une population de lymphocytes T ayant une 
activité régulatrice. Cette population cellulaire aujourd’hui reconnue par l’expression à sa 
surface cellulaire de différents marqueurs associés aux lymphocytes T activés tels CD25, 
GITR et CTLA-4, se distingue généralement par son expression du facteur de transcription 
forkhead box P3 (FoxP3). Ce sous-type cellulaire ayant des propriétés suppressives a été 
décrit pour la première fois en 1972, mais a retenu l’intérêt que plusieurs années plus tard 
alors que Sakaguchi et collègues (137) l’ont associée à un rôle dans le maintient de la 
tolérance périphérique et de prévention de l’auto-immunité. Considérant que les antigènes 
dérivés des cellules tumorales proviennent généralement de protéines du soi, les 
mécanismes maintenant la tolérance immunologique aux composantes du soi permettent 
aussi l’établissement d’une tolérance immunitaire envers les tumeurs. Ainsi, un rôle dans la 
suppression de l’immunité anti-tumorale leur a été attribué alors que le groupe de 
Sakaguchi a démontré des régressions tumorales complètes chez des souris ayant 
préalablement subi une déplétion des cellules CD25+ par l’administration d’un anticorps 
anti-CD25 (138). 
 
Chez l’humain, les Treg sont retrouvées en plus forte proportion dans le sang 
périphérique de patients atteints de cancer par rapport à des individus sains, et peuvent 
induire une tolérance périphérique envers les cellules tumorales, ce qui faciliterait la 
dissémination de métastases (27,139). De plus, ces cellules aux propriétés suppressives ont 
une fréquence plus élevée parmi les lymphocytes T CD4+ infiltrant les tumeurs en 
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comparaison avec le sang périphérique des patients atteints de cancer (27). Les Treg 
s’accumulent aussi de façon substantielle dans le tissu tumoral de différents types de 
cancers (140), ainsi que dans les ascites associées dans le cas du cancer de l’ovaire. Ces 
cellules régulatrices sont recrutées spécifiquement à ces sites par un mécanisme impliquant 
une interaction entre la chémokine CCL22 produite par les cellules tumorales et son 
récepteur CCR7 présent sur les Treg (28). 
 
L’élimination de ces cellules suscite donc beaucoup d’intérêt d’un point de vue 
thérapeutique pour les patients atteints de cancer. Celle-ci peut s’accomplir grâce à des 
anticorps anti-CD25 ou la denileukin diftitox, qui consiste en une protéine de fusion entre 
l’IL-2 et les domaines de translocation et d’activité enzymatique de la toxine de diphtérie, 
entraînant l’apoptose des cellules qui internalisent cette chimère. Ce dernier traitement s’est 
montré inefficace chez les patients atteints de mélanome tant pour éliminer les Treg que 
pour améliorer la réponse anti-tumorale (141). Il a cependant permis une diminution des 
CD4+CD25+ ainsi qu’une augmentation de la réponse des CTL spécifiques à la tumeur 
lorsque combiné à un vaccin basé sur des DC transfectés administré à des patients atteints 
de carcinome des cellules rénales (142). 
 
Les DC tolérogéniques 
De par leur multiples propriétés dont leur forte expression des molécules du CMH et 
de co-stimulation, leur capacité à capter des antigènes et à migrer aux ganglions 
lymphatiques, ainsi que leur production de cytokines immuno-stimulatrices, les DC sont 
considérées comme les APC les plus efficaces. Cependant, selon leur état d’activation ou 
de maturation, elles peuvent à l’inverse engendrer la tolérance. En effet, selon les stimuli 
présents dans l’environnement auquel elles sont exposées, ces cellules dotées d’une grande 
plasticité peuvent promouvoir l’activation ou la suppression de la réponse immunitaire. 
Bien que les DC dites plasmacytoïdes soient plus souvent associées à un profil 
tolérogénique, les DC d’origine myéloïde peuvent elles aussi être associées à la tolérance 
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lorsqu’elles ne reçoivent pas les signaux nécessaires à leur maturation. D’ailleurs, chez 
l’humain, une faible infiltration de DC a été rapportée dans différents cancers, et celles qui 
y sont présentes se trouvent dans un état immature (143). Il a été observé que les DC 
matures sont retenues dans la zone péri-tumorale (143), alors qu’un recrutement actif de 
DC immatures dans la tumeur se produit dans plusieurs types de cancers. Ce recrutement 
serait causé certains facteurs produits par les tumeurs, tels la chémokine CCL20 ayant été 
identifiée comme un attractant pour les DC immatures (144). D’autres facteurs provenant 
de la tumeur, dont l’IL-6, l’IL-10, le macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) et le 
VEGF, bloquent quant à eux la différenciation et la maturation des DC (145,146). En plus 
d’être retrouvés localement dans le tissu tumoral, les DC tolérogéniques constituent 
potentiellement un mécanisme de tolérance systémique. En effet, les DC retrouvées dans le 
sang périphérique de patients atteints cancer ont une fréquence plus faible par rapport aux 
donneurs contrôles (147), ou ont des capacités stimulatrices atténuées (148). 
 
Les Tumor-associated macrophages (TAM) et Myeloïd-derived suppressor cells 
(MDSC) 
Une autre population de cellules immunitaires pouvant infiltrer les tumeurs est 
associée avec une promotion de la croissance tumorale et une suppression de la réponse 
immunitaire contre la tumeur : les macrophages associés aux tumeurs (TAM). Ces 
macrophages exposés aux facteurs présents dans le microenvironnement tumoral se 
polarisent vers un profil dit M2 qui sécrètent des facteurs pro-inflammatoires supportant 
l’angiogénèse, l’invasion et le pouvoir métastatique des tumeurs, ainsi que des facteurs qui 
suppriment la prolifération et l’activité des lymphocytes T (revu dans (149)). Pour plusieurs 
types de cancers, une association a été trouvée entre la densité des TAM infiltrant et une 
diminution de la survie des patients, et apparaît comme un facteur pronostique indépendant 
(revu dans  (150)). Ces données sont en accord avec des études réalisées dans des modèles 
murins de carcinome mammaire dans lesquels le M-CSF, essentiel à la prolifération, la 
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différentiation et la survie des macrophages est absent. Il en résulte un ralentissement de la 
progression tumorale et une diminution des métastases (151,152).  
 
Une grande proportion des patients atteints de cancer se caractérise aussi par 
l’accumulation de MDSC (153,154). Ces cellules d’origine myéloïde regroupant les sous-
types granulocytaires et monocytaires, ayant une expression commune de CD33, CD11b et 
IL-4Rα (155)), ont un fort potentiel inhibiteur sur l’immunité anti-tumorale. Elles ont la 
capacité d’exercer un effet suppresseur autant sur l’immunité innée qu’adaptative. D’une 
part, l’interaction des MDSC avec des macrophages entraîne la reprogrammation de ceux-ci 
vers un type M2 qui favorise la progression tumorale (156). Ainsi, les macrophages 
produisent moins d’IL-12, une cytokine importante pour l’activité tumoricide des cellules 
NK (157). De par leur interaction avec les lymphocytes T, tant CD4+ que CD8+, les MDSC 
sont aussi des cellules supprimant l’immunité adaptative. Elles le font entre autre via leur 
expression de l’arginase, une enzyme qui dégrade l’arginine et réduit ainsi sa disponibilité 
pour la synthèse protéique, bloquant le cycle cellulaire des lymphocytes T (mécanisme 
discuté plus en détails dans la section 1.5.7.) Les MDSC opèrent aussi en séquestrant la 
cystéine, un acide aminé essentiel aux lymphocytes T, et plus particulièrement requis pour 
leur activation (158). De plus, les MDSC entraînent une diminution de l’expression de la L-
sélectine à la surface des lymphocytes T, une molécule clé permettant la migration des 
lymphocytes T vers les ganglions où ils rencontrent leur antigène et sont activés (159). 
 
1.5.7 Production de molécules immunosuppressives 
 
Plusieurs molécules ayant des propriétés suppressives sur le système immunitaire 
peuvent être produites dans le microenvironnement tumoral. Deux cytokines, le TGF-β et 
l’IL-10, qui sont généralement associées aux fonctions suppressives des Treg peuvent aussi 
être produites par les tumeurs malignes. À priori, le TGF-β a un pouvoir inhibiteur sur la 
prolifération des tumeurs. Il perd cependant cette capacité au fil de la progression tumorale, 
alors que les cellules cancéreuses acquièrent des mutations soit directement sur le récepteur 
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du TGF-β ou sur des molécules en aval dans son signalement. Cette cytokine qui est donc 
associée à la progression tumorale (160), inhibe l’activation, la prolifération et la fonction 
des lymphocytes in vivo (161). 
 
La croissance tumorale est aussi favorisée par une autre cytokine, l’IL-10 (162), 
dont la concentration sérique est fréquemment plus élevée chez les patients atteints de 
cancer (163). La présence de cette cytokine dans l’environnement tumoral peut avoir des 
conséquences immunosuppressives sur plusieurs types cellulaires. D’une part, elle peut 
biaiser la réponse immune de façon à ce qu’elle s’éloigne d’une réponse Th1 (revu dans 
(164)), généralement reconnue comme étant la plus favorable à une immunité anti-
tumorale. L’IL-10 peut aussi interférer avec l’induction d’une réponse anti-tumorale en 
affectant non seulement la différenciation des DC à partir de leurs cellules souches 
précurseurs, mais aussi en compromettant leur maturation et leur fonction de présentation 
antigénique et leur production d’IL-12 (165-167). Des effets similaires ont aussi été 
attribués au facteur pro-angiogénique VEGF. Ce facteur fréquemment retrouvé dans 
l’environnement tumoral favorise non seulement la croissance de la tumeur par la formation 
de nouveaux vaisseaux destinés à l’apport de nutriments, mais diminue aussi l’immunité 
anti-tumorale en altérant les fonctions des APC professionnelles. 
 
 Parmi les molécules immunosuppressives produites dans l’environnement tumoral 
se retrouvent aussi des enzymes responsables du métabolisme de certains acides aminés, 
principalement le tryptophane et l’arginine. L’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO), dont il 
sera question dans la section suivante, est l’enzyme responsable du métabolisme du 
tryptophane. Quant à l’arginine, sa dégradation peut être accomplie par l’arginase (ARG) 
qui existe sous deux formes, ARG1 et ARG2, ou par les nitric-oxyde synthases (NOS1, 
NOS2 et NOS3). Une activité accrue de ces enzymes a été observée dans plusieurs lignées 
cellulaires tumorales (168) ainsi que dans différents cancers primaires humains (169,170). 
De par leur activité, ces enzymes ont la capacité de promouvoir la progression tumorale. En 
effet, l’ornithine, un produits de dégradation de la L-arginine qui résulte de l’activité des 
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arginases ou des NOS, est le précurseur pour la synthèse des polyamines, servant à la 
prolifération cellulaire (171). De plus, le métabolisme de la L-arginine a des effets immuno-
suppresseurs bien documentés. Des inhibiteurs de l’arginase et de NOS permettent 
d’ailleurs de rétablir la prolifération et la fonction cytolytique des lymphocytes T infiltrant 
des tissus cancéreux (172). 
 
 Basé sur l’existence de tous ces mécanismes d’évasion et sur la pression sélective 
exercée par le système immunitaire sur les cellules tumorales, il apparaît peu probable 
qu’une immunothérapie fondée sur la reconnaissance et la destruction des cellules 
tumorales soit efficace à long terme sans que des mesures soient prises pour bloquer les 
mécanismes inhibiteurs de la réponse immunitaire anti-tumorale. Les mécanismes 
d’évasion propres aux cancers de différents types histologiques se doivent d’être définis et 
bien caractérisés pour mieux y faire face dans un processus immunothérapeutique. 
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1.6 Indoleamine 2,3-dioxygénase 
 
1.6.1 Description 
 
Description du gène 
 
L’IDO est une enzyme monomérique cytosolique contenant une molécule d’hème et 
dont l’activité consiste à catalyser l’étape limitante de la dégradation du tryptophane, qui 
est un acide aminé essentiel. Cette enzyme isolée pour la première fois en 1963 est 
retrouvée chez différentes espèces de mammifères. Chez l’humain, son expression 
ubiquitaire est distribuée dans différents organes dont la rate, l’estomac, le rein, mais 
principalement dans le poumon, l’intestin et le placenta (173). 
 
L’IDO possède un homologue nommé tryptophane 2,3-dioxygénase (TDO), 
découvert en 1936. Cette enzyme induite par le tryptophane est responsable de la 
dégradation du tryptophane selon la voie de la kynurénine, tout comme l’IDO. Elle se 
distingue par contre de l’IDO de par son expression restreinte au foie, où elle gère l’excès 
de tryptophane provenant de la diète. 
 
Ce n’est qu’en 2007 que le gène de l’indoleamine 2,3-dioxygenase-like protein, ou 
l’IDO2 a été identifié et caractérisé (174,175). Son expression est plus restreinte que celle 
de l’IDO puisque l’ARNm pleine longueur de l’IDO2 est retrouvé seulement dans le 
placenta et le cerveau humain. Chez la souris, son expression se limite au foie, aux tubules 
rénaux, et à l’épididyme (174), mais est aussi retrouvée de façon constitutive dans les DC, 
lesquelles peuvent l’exprimer à un niveau plus élevé suite à une stimulation par l’IFN-γ, 
l’IL-10 ou le lipopolysaccharide (LPS) (175). Bien que la protéine codée par le gène de 
l’IDO2 ne possède que 43% d’homologie avec l’IDO, les résidus critiques pour leur activité 
catalytique sont hautement conservés entre les deux protéines.  
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Rôles biologiques de l’IDO 
 
La première fonction biologique à avoir été attribuée à l’IDO est du domaine de 
l’immunité innée et consiste principalement en une activité anti-microbienne. Il a d’abord 
été découvert que l’activité de l’IDO était induite in vivo dans les poumons des souris suite 
à une infection virale par l’influenza, et coïncidait dans le temps avec l’apparition marquée 
d’un infiltrat lymphocytaire (176). Ceci suggérait qu’une telle augmentation de l’activité de 
l’IDO était liée à la réponse inflammatoire. Le rôle précis joué par l’IDO dans la défense de 
l’hôte contre les pathogènes a par la suite été confirmé dans des cellules fibroblastiques 
capables d’inhiber la réplication de Toxoplasma gondii lorsqu’elles étaient traitées à l’IFN-
γ suite à leur infection par le pathogène. Cette étude a permis de démontrer que les 
propriétés anti-microbiennes conférées aux cellules par le traitement à l’IFN-γ étaient 
attribuables au métabolisme du tryptophane puisque l’ajout de tryptophane exogène leur 
faisait perdre leur capacité à supprimer la prolifération du pathogène (177). Ces résultats 
s’expliquent par le fait que les microorganismes auxotrophes ne peuvent synthétiser leur 
propre tryptophane et sont donc particulièrement sensibles à la dégradation du tryptophane 
par l’IDO. 
 
L’activité de l’IDO semblant être étroitement liée avec des conditions pathologiques 
et des mécanismes de défense de l’hôte, sa présence chez des patients atteints de cancer a 
rapidement été une source d’intérêt. Une activité in situ de l’IDO cinq fois supérieure dans 
les poumons cancéreux humains par rapport aux poumons contrôles ayant été mesurée 
(178), il a été proposé que cette enzyme puisse contribuer à la réponse de l’hôte contre le 
cancer. Dans un même courant, des propriétés anti-tumorales ont été attribuées à l’IDO sur 
la base d’observations in vitro. Il avait alors été observé que la prolifération de lignées 
cellulaires tumorales était inhibée par un traitement à l’IFN-γ seulement lorsqu’une 
augmentation du métabolisme du tryptophane était induite chez ces cellules en réponse au 
traitement (179). Par contre, la prolifération n’était pas affectée suite au traitement des 
cellules par l’IFN-γ pour les lignées n’ayant engendré aucune dégradation du tryptophane 
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en son sous-produit, la kynurénine. L’ajout de L-tryptophane au milieu de culture permettait 
de rétablir la prolifération des cellules traitées à l’IFN-γ, alors que la prolifération n’était 
pas augmentée par l’ajout d’autres acides aminés essentiels ou aromatiques (180). De ces 
études avait alors été avancé le principe que les effets anti-tumoraux de l’IFN-γ étaient 
attribuables à un métabolisme accru du tryptophane, et donc que l’IDO agissait 
négativement sur la tumeur. 
 
La théorie selon laquelle l’IDO contribuait à la défense de l’hôte contre le cancer a 
été renversée par une étude pivot du groupe de David H. Munn portant sur le rôle central 
joué par l’IDO durant la grossesse. Le fœtus implanté dans l’utérus de la mère lors de la 
grossesse possède des gènes d’héritage paternel qui codent des antigènes 
d’histocompatibilité étrangers à la mère. Ainsi, les fœtus sont susceptibles à une 
reconnaissance et à une attaque par les lymphocytes T maternels. Munn et collègues ont 
démontré que l’IDO exprimé dans le placenta était impliquée dans la prévention du rejet du 
foetus en protégeant celui-ci d’une attaque par les lymphocytes T maternels (181). Par 
l’administration d’un inhibiteur de l’IDO à des souris gestantes, ce groupe a démontré 
qu’une perte complète des embryons allogéniques se produit en moins de dix jours. 
L’activité de l’IDO dans le placenta est donc essentielle à la survie des fœtus. Cette étude a 
permis de mettre en évidence le caractère immunosuppressif de l’IDO, ouvrant la porte à 
des recherches se penchant sur le potentiel immuno-modulateur de cette enzyme dans des 
contextes allant de l’auto-immunité à l’évasion tumorale. 
 
 
1.6.2 Rôle de l’IDO dans l’évasion tumorale  
 
L’expression de l’IDO par les tumeurs leur confère une protection 
L’importance de l’IDO dans le processus permettant aux tumeurs de s’évader du 
système immunitaire a été démontrée grâce à différents modèles murins possédant des 
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conditions propices à l’élimination des tumeurs. D’abord, Friberg et ses collègues (182) ont 
démontré que des cellules de carcinome pulmonaire exprimant l’antigène H-2Kb pouvaient 
former des tumeurs même lorsqu’injectées à des souris transgéniques possédant une 
majorité de lymphocytes T dont le TCR est spécifique à cet antigène. Ces observations 
laissaient supposer la participation d’un mécanisme induisant la tolérance des lymphocytes 
T envers les cellules tumorales. Cet état tolérogénique des lymphocytes T a d’ailleurs pu 
être expliqué par la présence de cellules exprimant l’IDO se retrouvant dans les tumeurs, 
puisque l’inhibition de l’activité de l’IDO a permis de retarder le développement des 
tumeurs. 
 
Une autre évidence d’un mécanisme d’évasion tumorale impliquant l’IDO a été 
apportée par Uyttenhove et ses collègues (183), grâce à un modèle murin de mastocytome 
P815. L’injection intra-péritonéale de cellules P815 mène généralement à la production de 
tumeurs progressives, bien qu’elles soient fortement immunogéniques. Lorsque les souris 
sont préalablement immunisées avec l’antigène P1A dérivé des tumeurs P815, elles 
rejettent les cellules tumorales injectées. Cependant, lorsque les cellules tumorales sont 
transfectées avec l’IDO, elles résistent au rejet par le système immunitaire et une croissance 
tumorale est mesurable. Celle-ci s’accompagne d’une forte diminution du nombre de 
cellules T spécifiques à P1A dans la cavité péritonéale. L’administration d’un inhibiteur de 
l’IDO aux souris permet de ralentir la progression tumorale. 
 
De façon similaire, une xénogreffe de cellules tumorales SKOV3 surexprimant 
l’IDO entraîne une augmentation de la dissémination intrapéritonéale et une progression 
tumorale accélérée in vivo en comparaison avec les cellules SKOV3 natives (184). 
 
Les effets d’une surexpression de l’IDO par les cellules tumorales in vivo 
convergent donc tous vers une contribution à la progression tumorale et à l’évasion du 
système immunitaire. Par contre, les conséquences directes sur les propriétés in vitro des 
cellules tumorales liées au fait qu’elles expriment ou non l’IDO sont controversées. D’une 
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part, la transfection stable de l’IDO chez la lignée de cancer de l’ovaire SKOV3 ne 
provoque aucun changement quant à la prolifération, la migration, l’invasion et la chimio-
sensibilité au paclitaxel in vitro lorsqu’elle est comparée à la même lignée ne surexprimant 
pas l’IDO (185). Cependant, d’autres études ont plutôt démontré que le potentiel prolifératif 
des cellules tumorales se voit diminué lorsque celles-ci expriment l’IDO (179,186). Il est 
toutefois concevable que les effets observés in vitro soient différents de ce qui peut se 
produire in vivo alors que les cellules tumorales exprimant l’IDO se retrouvent en contact 
étroit avec des cellules immunes. Dans un tel contexte, la balance des effets intrinsèques de 
l’IDO sur les cellules tumorales et extrinsèques sur l’immunité pourrait donner l’avantage 
aux cellules tumorales. D’autre part, les divergences observées in vitro quant aux 
conséquences d’une surexpression de l’IDO par les différentes lignées cellulaires tumorales 
pourraient s’expliquer par l’expression différentielle d’une autre enzyme co-induite avec 
l’IDO, dont le rôle serait de protéger l’activité cellulaire. 
 
 
Co-induction de la tryptophanyl-tRNA synthétase avec l’IDO 
 
Bien que la déplétion du tryptophane dans l’environnement des cellules exprimant 
l’IDO puisse être nuisible au point de vue de la synthèse protéique et de la prolifération de 
celles-ci, elles peuvent bénéficier d’un mécanisme d’auto-protection. En effet, une autre 
enzyme peut être co-induite avec l’IDO et ainsi prévenir une carence en tryptophane chez 
ces mêmes cellules (187). La tryptophanyl-tRNA synthétase catalyse la liaison entre le 
tryptophane libre et son ARN de transfert (ARNt) correspondant, permettant ainsi de 
générer un réservoir de complexes tryptophane-ARNt prêts à être utilisés pour la synthèse 
protéique (188,189). Les cellules deviennent ainsi moins susceptibles aux effets néfastes 
engendrés par leur propre production d’IDO. 
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Expression de l’IDO étendue aux ganglions lymphatiques drainant les tumeurs 
Non seulement l’activité de l’IDO peut être détectée dans les cellules tumorales 
elles-mêmes, mais tant chez la souris que chez l’humain, des APC exprimant l’IDO ont été 
retrouvées au sein des tumeurs ou dans les ganglions lymphatiques drainant les tumeurs. 
Ces dernières consistent principalement en un sous type particulier de DC plasmacytoïdes 
qui, même en ne constituant qu’une infime fraction de l’ensemble des cellules d’un 
ganglion (0,5%), ont le pouvoir de supprimer la réponse des lymphocytes T aux antigènes  
(190). Des études réalisées chez des souris IDO knockout suggèrent que l’activité de l’IDO 
aurait une importance biologique à deux sites anatomiques différents, soit le foyer tumoral 
et les ganglions lymphatiques drainant la tumeur (TDLN). L’activation de l’IDO dans les 
cellules tumorales elles-mêmes ou dans les DC régulatrices des TDLN apparaissent comme 
étant suffisant pour faciliter l’évasion tumorale (191). 
 
 
1.6.3 Mécanismes menant à l’immunosuppression par l’IDO 
 
L’IDO peut créer un environnement tolérogénique en ayant des conséquences 
néfastes sur la prolifération, la fonction, la survie et le phénotype des lymphocytes T 
environnants. Ces effets peuvent être une conséquence directe de l’activité de l’IDO ou être 
provoqués indirectement par celle-ci. La figure 7 résume les effets immunosuppresseurs 
liés à la dégradation du tryptophane par l’IDO.  
 
Les 2 théories expliquant l’immunosuppression directe des lymphocytes T par l’IDO 
Deux principales théories ont été proposées pour expliquer les effets 
immunosuppressifs de l’IDO sur les lymphocytes T : celle d’une carence en tryptophane et 
celle des métabolites immunomodulateurs dérivés du tryptophane. 
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D’une part, la disponibilité réduite du tryptophane engendrée par l’activité de l’IDO 
aurait des effets similaires sur les lymphocytes T à ceux observés chez les bactéries 
exposées à cette enzyme. Les lymphocytes T mis en présence de cellules exprimant de 
l’IDO fonctionnelle sont exposés à une diminution du tryptophane disponible dans leur 
environnement et il en résulte l’arrêt de leur prolifération en raison d’un point de contrôle 
sensible au tryptophane. En absence de tryptophane, les lymphocytes T peuvent s’engager 
dans le cycle cellulaire, mais ils sont bloqués à mi-chemin dans la phase G1 (192). Une 
addition de tryptophane leur permet de poursuivre dans le cycle cellulaire seulement dans 
des conditions où le TCR est restimulé. Une telle privation en tryptophane provoque aussi 
l’anergie des lymphocytes T. En effet, en absence de tryptophane, ils ne parviennent pas à 
être activés par un antigène qui leur est présenté  (190). 
 
Ces effets induits chez les lymphocytes T seraient provoqués par l’activation d’une 
voie de stress cellulaire impliquant la kinase general control non-depressible 2 (GCN2), 
sensible aux faibles concentrations d’acides aminés. Une carence en l’un des acides aminés 
cause une augmentation du nombre d’ARNt non chargés. Ceux-ci se lient donc à un 
domaine de régulation présent sur la kinase GCN2, ce qui entraîne son activation. Il s’en 
suit la phosphorylation du facteur d'initiation ribosomal eIF2α qui initie un programme de 
réponse au stress, l’Integrated Stress Response. Selon Munn et ses collègues, lorsque la 
concentration de tryptophane descend sous le seuil critique de 3 μM, la kinase GCN2 est 
activée chez les lymphocytes T (193). De la même façon, cette voie est activée lorsque les 
lymphocytes T sont mis en présence de cellules exprimant l’IDO. Par ailleurs, l’effet 
inhibiteur d’une absence de tryptophane sur la prolifération des lymphocytes T est renversé 
par l’ajout de tryptophane en excès, ce qui supporte fortement la théorie de la carence en 
tryptophane. 
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Figure 7 Mécanismes d’immunosuppression médiés par l’IDO (figure inspirée de 
(194)) 
 
Légende: L’activité enzymatique de l’IDO résulte en la déplétion locale du tryptophane et 
l’augmentation locale de la concentration des métabolites issus de cette dégradation. Le 
faible niveau de tryptophane peut causer une élévation dans le niveau d’ARNt non chargés 
dans les lymphocytes T environnants, résultant en l’activation de la voie de stress cellulaire 
de la kinase GCN2 sensible aux acides aminés. Le signalement par cette voie cause l’arrêt 
du cycle cellulaire et l’induction de l’anergie chez les lymphocytes T répondeurs, en plus 
de l’activation de Treg matures. L’augmentation locale des métabolites du tryptophane peut 
causer l’arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose des lymphocytes T et la conversion de 
lymphocytes T CD4+ naïfs en Treg. 
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Il est connu que l’IDO est l’enzyme responsable de la première étape du 
catabolisme du tryptophane, dont le produit principal est la kynurénine, mais pouvant 
générer plusieurs autres sous-produits globalement appelés les kynurénines (Figure 8). 
L’implication des métabolites du tryptophane dans l’effet immunosuppresseur de l’IDO 
découle de la toxicité de certains sous-produits dérivés de la dégradation du tryptophane 
observée chez les lymphocytes T. D’une part, des effets anti-prolifératifs ont été attribués à 
certains métabolites du tryptophane, dont la kynurénine, la 3-hydroxykynurénine, l’acide 3-
hydroxyanthranilique et l’acide picolinique (195,196). Ces effets négatifs sur la 
prolifération des lymphocytes T sont additifs lorsqu’une combinaison de métabolites est 
utilisée. En plus de l’arrêt de leur prolifération, lorsque les lymphocytes T sont exposés de 
façon prolongée aux différents métabolites du tryptophane, leur survie s’en trouve affectée 
de façon dépendante au temps (195). Une observation importante concerne le fait que les 
lymphocytes T activés sont plus affectés par les produits provenant de la dégradation du 
tryptophane que les lymphocytes T non activés (195,196). Contrairement aux effets d’une 
carence en tryptophane qui nécessitent une re-stimulation du TCR pour être renversés, les 
effets causés par les métabolites du tryptophane peuvent être renversés par le retrait des 
métabolites, sans égard à une re-stimulation des lymphocytes T (196). 
 
Les produits de dégradation du tryptophane ont des conséquences sur la 
prolifération et la survie des lymphocytes T CD8+ et CD4+, mais aussi des cellules NK et 
des lymphocytes B (195,196). Cependant, il a été démontré que la sous-population de 
lymphocytes T CD4+ Th2 chez la souris n’est pas assujettie à la mort cellulaire par 
apoptose suite à une exposition aux métabolites du tryptophane (197). 
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Figure 8 Métabolisme du tryptophane par la voie de la kynurénine (Figure 
inspirée de (198)) 
 
Légende: Le L-tryptophane non utilisé pour la synthèse protéique est métabolisé suivant la 
voie de la kynurénine. L’étape initiale et limitante est catalisée par l’enzyme hépatique 
TDO ou, dans d’autres tissus, par l’IDO ou l’IDO2. La N-formyl-kynurénine est alors 
convertie en acide formique et en kynurénine, laquelle peut être métabolisée en différents 
sous-produits. 
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 Les théories de la carence en tryptophane et celle des métabolites du tryptophane ne 
s’excluent pas mutuellement. Ces deux mécanismes pourraient même se complémenter, 
puisqu’il a été observé qu’une faible concentration en tryptophane sensibilise davantage les 
cellules aux effets de ses métabolites toxiques (196). Par ailleurs, une autre conséquence de 
l’IDO sur les lymphocytes T est la diminution d’expression de la chaîne ζ du TCR parmi la 
population CD8+. La perte réversible de cette molécule essentielle au signalement par le 
TCR, rendant les lymphocytes T anergiques, ne survient seulement que lorsque les cellules 
sont exposées à la fois à une faible concentration de tryptophane et à la présence des 
kynurénines (199). Une contribution de ces deux mécanismes à l’immunosuppression 
engendrée par l’IDO serait donc fort plausible. 
 
Effets indirects de l’IDO sur les fonctions des lymphocytes T : induction d’un 
phénotype régulateur 
En plus des conséquences directes de l’activité de l’IDO sur les lymphocytes T, 
cette enzyme peut engendrer des effets immunosuppresseurs en favorisant l’émergence de 
Treg. En effet, il existe chez la souris une population de DC qui, lorsqu’elle exprime l’IDO, 
peut provoquer la reprogrammation de lymphocytes T CD4+ naïfs en Treg ayant des 
fonctions suppressives (199). Cette conversion se produit suite à une exposition prolongée 
des lymphocytes T CD4+CD25+ à l’IDO. En plus de générer des Treg de novo, les DC-
IDO+ ont aussi la capacité d’activer fortement les fonctions suppressives des lymphocytes T 
possédant déjà un phénotype de Treg mature dans les TDLN (200). Ceci leur confère un 
caractère immunosuppressif dominant pouvant s’installer très rapidement. Une telle 
activation dépend non seulement de la liaison entre les molécules B7 des DC et le CTLA-4 
des Treg, mais aussi d’une interaction impliquant le CMH (200). Cependant, le profil 
régulateur induit par les DC IDO+ peut être renversé par le blocage de l’IDO. Cette 
inhibition résulte en une conversion in vitro et in vivo des Treg en des lymphocytes T ayant 
des propriétés non-suppressives, pro-inflammatoires et dont le profil s’apparente à la sous-
population lymphocytaire Th17 (201). Une amélioration de la réponse anti-tumorale est 
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d’ailleurs provoquée in vivo dans un modèle murin lorsque les conditions permettent la 
reprogrammation des Treg en Th17. 
 
Chez l’humain, des interactions entre des Treg FoxP3+ et des DC IDO+ ont été 
observées dans des ganglions lymphatiques métastatiques provenant de patients atteints 
d’un cancer du col de l’utérus (202). Ces interactions pourraient être à l’origine de 
mécanismes similaires à ce qui est observé chez la souris, quant à la complémentarité entre 
l’expression de l’IDO et les Treg. 
 
Par ailleurs, chez l’humain, des évidences claires de l’existence d’un tel mécanisme 
de conversion induit par des cellules tumorales IDO+ ont été amenées par Curti et ses 
collègues (203). En effet, il a été démontré que des lymphocytes T CD4+CD25- sont 
convertis en CD4+CD25+Foxp3+ ayant des fonctions suppressives suite au contact in vitro 
de cellules tumorales provenant de patients atteints de leucémie myéloïde aigüe (AML) 
exprimant l’IDO (203). Un milieu conditionné par ces mêmes cellules entraîne aussi cet 
effet. Cette conversion se produit suite à la dégradation du tryptophane par l’IDO 
puisqu’elle est bloquée par l’ajout d’un inhibiteur de l’IDO. La privation en tryptophane 
n’aurait pas d’effet dans ce phénomène de conversion, mais l’apparition des métabolites du 
tryptophane serait en cause. De plus, la conversion en CD4+CD25+ in vitro est stable 
puisque les cellules ne retrouvent pas leur phénotype CD25- après le retrait des cellules 
AML IDO+, contrairement à ce qui a été observé dans le cas des Treg induits par les DC 
IDO+. 
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1.6.4 Régulation de l’expression de l’IDO 
 
Effets de différentes cytokines sur l’expression de l’IDO 
Les IFN de type I (IFN-α/β) et de type II (IFN-γ) sont reconnus pour leurs effets 
inducteurs sur l’expression de l’IDO dans plusieurs types cellulaires (204). De ceux là, 
l’IFN-γ est le principal inducteur de l’IDO et peut engendrer une expression et une activité 
enzymatique d’environ dix fois supérieure à celle induite par l’IFN-α (178,205), selon le 
type cellulaire. Ceci peut s’expliquer en partie par le fait qu’en réponse à l’IFN-α, l’IDO est 
induit rapidement, mais de façon transitoire. Son expression atteint un sommet à 6h et 
retourne au niveau basal en moins de 12h. De son côté, l’IFN-γ continue d’induire 
l’expression de l’IDO à plus long terme, et cette expression reste stable dans le temps lors 
d’une exposition soutenue à l’IFN-γ. De plus, la transcription de l’IDO en réponse à l’IFN-γ 
est bloquée par des inhibiteurs de la synthèse protéique, ce qui n’est pas le cas pour 
l’induction en réponse à l’IFN-α (205,206). Ce mécanisme d’induction passe donc par la 
stimulation de la production de novo d’un autre facteur protéique, possiblement un facteur 
de transcription, requis pour l’activation transcriptionnelle de l’IDO en réponse à l’IFN-γ. 
Chez les DC, cette induction transcriptionnelle de l’IDO dépend du signalement par le 
signal transducer and activator of transcription-1 (STAT-1), essentielle au signalement en 
réponse aux IFNs (207). 
 
Par ailleurs, d’autres cytokines ont été décrites pour leur action sur le niveau 
d’expression de l’IDO. Certaines cytokines pro-inflammatoires n’induisent pas à elles 
seules l’expression de l’IDO, mais parviennent à potentialiser l’effet inducteur des IFNs. 
Dans les cellules épithéliales, l’expression de l’IDO induite par l’IFN-γ est augmentée par 
des cytokines pro-inflammatoires telles l’IL-1β et le tumor necrosis factor-alpha (TNF-α). 
L’IL-1, le TNF-α et le LPS exacerbent aussi les effets de l’IFN sur l’induction de l’IDO par 
les macrophages (208,209). Une démonstration de l’importance de ces signaux pour 
l’induction de l’IDO in vivo a été faite grâce à des souris injectées avec du phorbol 
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myristate acétate (PMA), qui induit une inflammation locale marquée. Chez ces souris, il en 
résulte une apparition de DC plasmacytoïdes IDO+ dans les ganglions drainant le site 
d’injection. Les signaux provenant des IFNs de type I et de type II, mais aussi de l’IL-1 
sont d’ailleurs requis pour que l’IDO exprimée par les DC dérivés des TDLN soit 
fonctionnelle (210). Un autre fait intéressant à noter concerne l’expression de l’IDO dans le 
cancer hépatocellulaire humain, dont le niveau d’expression de l’ARNm a été corrélé 
positivement avec celui de l’IFN-γ, du TNF-α et de l’IL-1β (211). 
 
À l’inverse, des cytokines anti-inflammatoires, telles le TGF-β, l’IL-4, l’IL-10 et 
l’IL-13 contrôlent l’expression de l’IDO. Bien qu’à elles seules elles n’influencent pas le 
niveau d’expression de l’IDO (212,213), ces cytokines agissent comme antagonistes sur 
l’action de l’IFN-γ chez différents types cellulaires, dont les monocytes et les fibroblastes 
humains (214-216). Cependant, ces effets antagonistes ne se produisent pas dans tous les 
types cellulaires. À l’inverse, dans les cellules de la microglie murine, l’IL-4 et l’IL-13 ont 
une action conjointe avec l’IFN-γ, menant à une augmentation de l’induction de 
l’expression de l’IDO (213). 
 
 Induction de l’IDO par les Treg 
En plus des différentes cytokines régulant l’expression de l’IDO, les Treg 
CD4+CD25+ murins peuvent aussi activer le métabolisme du tryptophane dans les DC. Ce 
mécanisme est dépendant de la liaison des molécules B7 et de CTLA-4 présents 
respectivement à la surface des DC et des Treg, et passe par une induction de la production 
d’IFN-γ par les DC. Suite à l’activation de cette voie chez les DC, celles-ci acquièrent des 
propriétés suppressives in vivo (217). 
 
Un mécanisme similaire d’induction de l’IDO a été rapporté in vitro pour les DC 
humaines, mais par la voie des lymphocytes T CD4+ non-régulateurs plutôt que par les 
Treg. Une liaison entre la molécule B7 des DC et le CD28 ou le CTLA-4 des lymphocytes 
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T CD4+ est requise pour que l’IDO exprimée par les DC soit sous une forme active (218). 
Par contre, on n’a pas encore élucidé si un tel mécanisme avait une incidence biologique 
chez l’humain. En effet, dans une étude visant à déterminer les mécanismes d’action d’un 
vaccin à anticorps anti-CTLA-4, des biopsies ont été prélevées avant ou après le traitement 
chez des patients atteints de mélanome. Ces échantillons n’ont pas permis de démontrer que 
le niveau d’expression de l’IDO dans les APC présents au site de la biopsie est modulé à la 
baisse suite à un blocage du CTLA-4 (219). Cependant, le faible nombre d’échantillons 
disponibles pour cette étude ne permet pas de tirer des conclusions définitives quant à 
l’importance in vivo chez l’humain d’un tel mécanisme d’induction de l’IDO. 
 
 
1.6.5 Expression de l’IDO dans le cancer et pronostic 
 
Bien qu’il soit connu que le niveau sérique de tryptophane est significativement 
diminué chez les patients atteints de cancer (220), ce n’est qu’en 2003 qu’on a mis en 
évidence que des cellules exprimant l’IDO sont retrouvées dans la majorité des cas de 
cancer, après qu’une importante étude ait révélé l’expression de l’IDO dans des 
échantillons cliniques provenant de 25 types de cancers différents (183). Depuis, plusieurs 
études ont tenté d’établir une corrélation entre l’expression de l’IDO dans le tissu tumoral 
ou dans les ganglions lymphatiques drainant les tumeurs et différentes variables clinico-
pathologiques des patients. Les observations découlant de ces études sont résumées dans le 
tableau 1. 
 
Selon les études, une expression cytoplamique élevée de l’IDO dans les cellules 
tumorales et parfois une expression par des cellules immunitaires infiltrant la tumeur ou le 
stroma est observée (211,221). De façon globale, la plupart des études présentées dans le 
tableau 1 concluent à une contribution de l’IDO à un pronostic moins favorable pour les 
patients dont la tumeur l’exprime fortement. 
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Légende: IHC, immunohistochimie; LN, ganglion lymphatique; ICC, immunocytochimie 
 
Tableau 1. Paramètres cliniques corrélant avec une forte expression de l’IDO dans des 
cancers de différents types histologiques. 
Type de cancer Méthode d’analyse IDO corrèle avec Référence  
IHC ↑ Métastases au foie ↓ CD3 infiltrant 
 (222) 
Colorectal 
Tryptophane sérique ↑ Métastases au foie  (220) 
 
Col de l’utérus IHC Caractère invasif des tumeurs  (202)  
IHC et Western blot 
Stade avancé 
métastases aux LN 
↓ survie globale et sans progression 
 (223) 
Endométrial 
IHC ↓ CD3, CD8, CD57 infiltrant ↓ survie sans progression 
 (224) 
 
RT-PCR et IHC ↑ Survie sans progression ↑ IFN-γ; TNF-α; IL-1β  (211) Hépatocellulaire 
IHC Présence de métastases ↓ Survie globale  (225) 
 
Leucémie RT-PCR et ICC ↑ fréquence des CD4+CD25+Foxp3+  (203)  
Mammaire IHC LN métastatiques lorsque FoxP3 est co-exprimé 
 (226)  
Mélanome IHC ↓ Survie à long terme  (190)  
IHC 
Stade avancé 
↓ CD8 infiltrant 
↓ survie globale et sans progression 
 (185) 
Ovarien 
Microarray et IHC Résistance au paclitaxel ↓ survie globale  (227) 
 
Pancréatique IHC Treg dans LN métastatique  (228)  
Pulmonaire IHC ↓ Survie  (221)  
Rénal 
RT-PCR quantitatif 
Western blot 
IHC 
↓ De la prolifération des cellules 
tumorales 
 (229) 
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L’IDO provoque une diminution de certaines populations de cellules immunitaires 
dans certaines tumeurs 
Les différentes populations de cellules immunitaires infiltrant les tumeurs ou les 
ganglions lymphatiques drainant les tumeurs peuvent être affectées par la présence de 
l’IDO. Dans le cancer colorectal, une forte expression de l’IDO a été associée avec une 
diminution du nombre de TIL CD3+ (222). De façon similaire, les lymphocytes T CD8+ 
sont retrouvés en plus faible nombre dans les cancers ovariens chez lesquels on décèle une 
forte expression de l’IDO (185). De plus, une réduction de l’infiltrat de lymphocytes T 
CD3+, CD8+ et de cellules NK CD57+ est liée à l’expression élevée de l’IDO dans le cancer 
endométrial (224). Vu l’importance de cet infiltrat immunitaire pour la réponse anti-
tumorale, tel que décrit précédemment, de telles diminutions de certaines populations 
cellulaires suggèrent que l’expression de l’IDO par les tumeurs humaines favorise leur 
évasion du système immunitaire. 
 
Étonnamment, l’expression de l’IDO par les tumeurs et l’ampleur de l’infiltrat de 
lymphocytes T CD4+ n’ont jamais été directement évalués, malgré les effets nuisibles bien 
connus de l’IDO sur cette population cellulaire et en particulier le sous-type Th1. Une seule 
étude a rapporté une diminution significative des CD8+, mais aucune différence 
significative sur les lymphocytes T CD3+ totaux, ce qui laisse supposer que le nombre de 
lymphocytes T CD4+ infiltrant soit inchangé ou augmenté. Considérant l’absence d’un 
marqueur spécifique aux CD4+ dans cette étude, rien ne permet de conclure à un effet sur 
leur abondance. Il pourrait même être postulé que ces observations soient causées par une 
augmentation du nombre de Treg CD4+CD25+Foxp3+, qui sont connus pour être favorisés 
par un environnement riche en IDO. 
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L’IDO entraîne une présence accrue de Treg 
Une augmentation de la fréquence des Treg CD4+CD25+Foxp3+ a été observée chez 
des patients atteins de leucémie myéloïde aigüe chez qui on retrouve une expression de 
l’IDO par les cellules cancéreuses (203). Par ailleurs, chez des patients atteints d’un 
adénocarcinome pancréatique, un nombre accru de Treg infiltrant les ganglions 
métastatiques a été observé en comparaison aux ganglions lymphatiques non métastatiques  
(228). De plus, ces mêmes ganglions métastatiques exprimaient tous l’IDO à différentes 
intensités. Il a ainsi été proposé que l’expression de l’IDO par les ganglions métastatiques 
des patients atteints d’un adénocarcinome canalaire pancréatique entraîne un recrutement 
des Treg. Cependant, il n’est pas clair si l’expression de l’IDO permet effectivement le 
recrutement de telles cellules ou plutôt la conversion de lymphocytes T CD4+ naïfs en Treg. 
À l’inverse, rien n’indique si la présence de ces cellules régulatrices soit en fait à l’origine 
de l’expression de l’IDO dans les ganglions métastatiques. Enfin, dans le cancer du sein, 
une expression simultanée de l’IDO et de Foxp3 dans les ganglions lymphatiques 
sentinelles a été mesurée chez plusieurs patients et a été corrélée avec la présence de 
métastases dans ces ganglions (226). 
 
 Agressivité des tumeurs 
Différents facteurs reliés à l’agressivité des tumeurs ont été positivement corrélés 
avec une forte expression de l’IDO dans les tumeurs. D’une part, une fréquence 
significativement plus élevée de métastases au foie survient chez les patients atteints d’un 
carcinome colorectal lorsqu’une expression élevée de l’IDO est retrouvée dans la tumeur  
(222). La présence de métastases à distance corrèle aussi avec une forte expression de 
l’IDO dans le cancer hépatocellulaire (225). Des métastases aux ganglions lymphatiques 
drainant les tumeurs sont aussi retrouvées préférentiellement lorsque l’IDO est fortement 
présent dans les tumeurs des patientes atteintes d’un cancer endométrial (223). Pour cette 
même pathologie ainsi que pour le carcinome ovarien, un haut niveau d’expression de 
l’IDO a été détecté dans les tumeurs à stade avancé de la maladie (185,223). Enfin, une 
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expression de l’IDO est retrouvée dans la totalité des cancers micro-invasifs et invasifs du 
col de l’utérus, alors que l’enzyme est présente dans une proportion beaucoup plus faible de 
cancers non invasifs (202). 
 
Influence sur la survie des patients 
Dans la majorité des études menées sur l’expression de l’IDO dans le cancer chez 
l’humain, il a été déterminé que les patients présentant une forte expression de l’IDO ont 
une survie globale ou sans progression significativement diminuée (185,223-225,227). 
 
Cependant, deux études font exception. D’une part, une amélioration de la survie 
sans récurrence a été associée avec l’expression de l’ARNm de l’IDO dans l’une des études 
réalisée avec des échantillons de carcinomes hépatocellulaires (211). D’autre part, les 
courbes de Kaplan-Meier résultant de la seule étude conduite sur des échantillons de 
carcinomes rénaux n’ont pas permis de démontrer de façon significative une différence 
dans la survie des patients dont la tumeur exprimait faiblement ou fortement l’IDO. Un fait 
par ailleurs intéressant à noter est que cette étude est la première et l’unique à avoir 
rapporté une expression de l’IDO presque exclusive aux microvaisseaux nouvellement 
formés dans la tumeur. Cette expression de l’IDO a d’ailleurs été inversement corrélée avec 
la densité de cellules tumorales positives pour le marqueur de prolifération Ki-67, laissant 
supposer une diminution de la prolifération des cellules tumorales en présence de cellules 
endothéliales vasculaires exprimant l’IDO (229). Les résultats de cette étude laissent croire 
que l’IDO pourrait agir au détriment de la tumeur lorsqu’une réponse anti-tumorale 
inefficace s’installe. 
 
Les associations entre l’expression de l’IDO par les tumeurs ou les métastases et les 
différents paramètres cliniques suggèrent fortement que l’IDO pourrait contribuer à la 
progression tumorale. De plus, l’expression de l’IDO ayant été identifiée comme étant un 
facteur pronostique indépendant dans plusieurs types de cancers, cette molécule pourrait 
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éventuellement servir de marqueur permettant de classifier les patients selon leur 
susceptibilité à rechuter et leur pronostic moins favorable. De plus, il pourrait permettre 
d’identifier les patients les plus susceptibles de bénéficier de traitements adjuvants en plus 
d’en prévenir l’usage superflu chez les patients qui n’en nécessiteraient pas. 
 
 
1.6.6 Cibler l’IDO pour améliorer l’efficacité d’une réponse anti-tumorale 
 
1.6.6.1 Justification 
 
Considérant son expression répandue à une grande proportion des cas de cancer, 
l’IDO apparaît comme une cible intéressante au point de vue clinique. De plus, l’induction 
de son expression a été rapportée suite à des manipulations cliniques de l’immunité visant à 
générer une réponse anti-tumorale, et cette expression compromet ainsi l’efficacité de la 
réponse anti-tumorale. Ceci laisse supposer que certains vaccins anti-cancer pourraient 
avoir une efficacité accrue lorsque combinés à une inhibition de l’IDO. Chez la souris, cette 
hypothèse a été validée par un modèle de vaccin constitué de DC fusionnées à des cellules 
de carcinome du poumon. L’administration de ce vaccin à des souris porteuses d’un 
carcinome pulmonaire de Lewis induit l’expression de l’IDO dans la rate des souris, 
limitant la réponse anti-tumorale des CTL (230). Des éléments CpG, incorporés dans les 
vaccins à ADN afin d’en augmenter l’immunogénécité, ont aussi été rapportés pour induire 
l’expression de l’IDO principalement dans la rate et dans les ganglions lymphatiques 
drainant les tumeurs des souris (231,232). Dans des essais cliniques réalisés chez des 
patients atteints d’un mélanome, il a aussi été rapporté que la maturation in vitro des DC 
utilisées pour la vaccination induit l’expression de l’IDO chez celles-ci. De plus, des 
cellules exprimant l’IDO sont retrouvées dans les biopsies prélevées 24 heures suivant 
l’administration du vaccin, indiquant que les observations faites in vitro peuvent avoir une 
importance in vivo. Tous les patients inclus dans cette étude ont montré une rapide 
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progression de la maladie ainsi qu’une courte survie post-traitement (233), suggérant un 
manque d’efficacité du vaccin possiblement lié à l’activité de l’IDO.  
 
 
1.6.6.2 Utilisation d’inhibiteurs pour bloquer l’activité de l’IDO 
 
L’IDO est une enzyme ayant une large spécificité de substrats pour différents 
composés dont la structure contient un anneau pyrrole. De par cette caractéristique, 
l’activité de l’IDO peut se voir inhibée par des petites molécules ayant une structure 
analogue au tryptophane (Figure 9) et qui peuvent ainsi occuper le site actif de l’enzyme, 
sans toutefois entraîner une production de métabolites immunosuppressifs ni une 
diminution de la disponibilité du tryptophane. 
 
Le 1-méthyltryptophane 
L’inhibiteur le plus fréquemment utilisé, tant in vitro qu’in vivo, pour bloquer 
l’activité de l’IDO est le 1-méthyltryptophane (1-MT). Il existe deux isomères de cette 
molécule, soit le D-1MT et le L-1MT, dont l’efficacité respective a longtemps été source de 
controverse. Selon le type cellulaire ou le modèle murin étudié, l’efficacité de l’un ou 
l’autre des isomères est prédominante (191), ce qui s’expliquait difficilement jusqu’à 
récemment. Les discordances quant à l’efficacité de l’un ou l’autre des isomères ont 
cependant été résolues par l’identification de l’IDO-2, une enzyme analogue à l’IDO. Suite 
à cette découverte, il a été mis en évidence que l’IDO-2 était la cible préférentielle du D-
1MT (175), alors que l’IDO serait principalement inhibée par le L-1MT, isomère pour 
lequel il possède une affinité dix fois plus forte que pour le D-1MT. 
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StructureComposé
L-tryptophane
1-Méthyl-Tryptophane
MTH-Tryptophane
Brassinine
5-Bromo-Brassinine
 
 
Figure 9 Structure moléculaire du tryptophane et de molécules analogues. 
(Figure modifiée de (234)) 
 
Légende: Structure moléculaire du L-tryptophane ainsi que des molécules naturelles ou 
leur dérivé synthétique possédant une structure analogue composée d’un indole pouvant 
servir d’inhibiteur à l’enzyme IDO. 
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Les différentes études in vivo chez la souris ont démontré que lorsqu’utilisé comme 
seul agent thérapeutique, le 1-MT permet généralement de retarder l’apparition de tumeurs 
ou de limiter la croissance tumorale (182,183), mais n’entraîne pas la régression complète 
de tumeurs établies (235). L’absence de lymphocytes T CD4+ ou CD8+ du système 
immunitaire abolit l’effet anti-tumoral attribué au 1-MT, démontrant leur rôle central dans 
le mécanisme d’action de cet inhibiteur. Cependant, les effets du 1-MT apportent un 
bénéfice considérable à d’autres thérapies lorsqu’ils sont combinés, entre autre les effets 
anti-tumoraux d’agents chimiothérapeutiques. Spécifiquement, une combinaison du 1-MT 
avec la cyclophosphamide ou le paclitaxel augmente significativement la réponse anti-
tumorale et la survie chez des souris porteuses de tumeurs établies (191,235). Les 
mécanismes moléculaires par lesquels l’inhibition de l’IDO contribue de façon bénéfique à 
l’efficacité de la chimiothérapie demeurent cependant inconnus. Le 1-MT a aussi fait 
l’objet de plusieurs essais en combinaison avec des traitements immuno-thérapeutiques. 
Dans un modèle murin de carcinome pulmonaire, l’administration combinée du 1-MT et 
d’un vaccin composé de cellules dendritiques fusionnées avec des cellules tumorales 
pulmonaires permet une réponse cytotoxique ainsi qu’une inhibition de la progression 
tumorale significativement plus élevée qu’avec l’administration du vaccin seul (230). 
 
Des essais cliniques visant à déterminer l’efficacité anti-tumorale du D-1MT chez 
l’humain ont été amorcés à la fin de l’année 2007 et sont toujours en cours. L’utilisation de 
cet isomère chez l’humain est toutefois discutable bien qu’une certaine efficacité ait été 
démontrée chez la souris. En effet, le D-1MT qui cible l’IDO2 pourrait être inefficace chez 
environ 50% de la population puisque 2 polymorphismes affectent son activité 
enzymatique. L’un d’eux affecte le contact entre l’IDO2 et l’anneau indole du tryptophane, 
réduisant ainsi son activité enzymatique de 90%. L’autre polymorphisme génère un codon 
STOP prématuré qui abolit complètement l’activité de l’IDO2 (175). De récentes études ont 
permis d’établir que l’utilisation de l’isomère levo du 1MT serait préférable pour inhiber 
l’activité de l’IDO produite tant par les DC que par les cellules tumorales humaines. Il a 
aussi été récemment observé que l’IDO et l’IDO2 sont exprimées chez les DC dérivées des 
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monocytes matures humains, mais que seul l’IDO participe au catabolisme du tryptophane 
et que le L-1MT est l’unique isomère capable d’abolir cette activité (236). Des résultats 
similaires ont été obtenus avec différentes lignées cellulaires tumorales humaines ainsi 
qu’avec les cellules d’un carcinome primaire du côlon (237). Lors d’une étude réalisée sur 
les lymphocytes T provenant du sang, d’ascites ou de tumeurs de patientes atteintes d’un 
cancer épithélial de l’ovaire, il a été démontré que leur prolifération était inhibée par des 
cellules cancéreuses ovariennes exprimant l’IDO. Seul le L-1MT ou un mélange racémique 
de DL-1MT ont permis de rétablir la prolifération, alors que le D-1MT était inefficace (238). 
Il est probable que le D-1MT amène un certain bénéfice aux patients, mais ceci serait causé 
par des effets de l’inhibiteur non spécifiques à l’IDO. 
  
Autres petites molécules inhibitrices 
L’identification ou le développement d’inhibiteurs ayant une forte spécificité pour 
l’IDO et dont l’efficacité est supérieure au 1-MT est un champ de recherche en plein 
effervescence. Différentes molécules ont été identifiées jusqu’à maintenant, mais des essais 
cliniques n’ont pas encore été entrepris. 
 
De ces molécules, on retrouve le méthyl-thiohydantoin (MTH) tryptophane, dont la 
structure est analogue au tryptophane. Le MTH-tryptophane permet d’inhiber efficacement 
l’IDO, et in vitro, son potentiel inhibiteur est 20 fois supérieur à celui du 1-MT (235). De 
plus, cette molécule permet d’inhiber à la fois l’IDO et l’IDO2 (175), ce qui la soustrait à 
toute controverse en lien avec les isoformes inhibés. 
 
La brassinine faisant parti de la famille des phytoalexines, une classe de produits 
naturels dérivée des plantes a aussi été identifiée comme inhibiteur potentiel de l’IDO. De 
plus, un dérivé synthétique de ce composé, soit la 5-bromo-brassinine possède de 
meilleures propriétés pharmacologiques puisque son niveau sérique est maintenu plus 
longtemps que son analogue naturel suite à son administration orale. Les propriétés anti-
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cancéreuses de la 5-bromo-brassinine ont récemment été démontrées in vivo grâce au 
modèle murin mouse mammary tumor virus (MMTV)-neu qui développe spontanément des 
adénocarcinomes mammaires  (234). Il a aussi été démontré que son action inhibitrice sur 
la progression tumorale passe par le blocage de l’IDO. De plus, lorsqu’administré en 
combinaison avec un agent chimiothérapeutique, la brassinine ou son dérivé synthétique la 
5-bromo-brassinine permettent une régression tumorale plus prononcée qu’avec un 
traitement de chimiothérapie seul. De plus, la 5-bromo-brassinine utilisée comme simple 
agent freine de façon significative la progression tumorale d’un mélanome B16-F10 établi 7 
jours avant le début du traitement. En considérant le fait que le 1-MT n’inhibe pas la 
croissance tumorale de façon significative lorsqu’il est utilisé comme seul traitement, la 5-
bromo-brassinine pourrait constituer un inhibiteur de l’IDO ayant un potentiel clinique plus 
intéressant. 
 
Quel que soit l’inhibiteur ayant la plus haute efficacité, son utilisation en clinique pourrait 
offrir des effets bénéfiques dépassant largement les effets néfastes, si l’on considère ce qui 
a pu être observé chez la souris. En effet, contrairement à d’autres thérapies visant à contrer 
certains mécanismes menant à l’évasion tumorale, l’inhibition pharmacologique ou 
génétique de l’IDO chez la souris n’entraîne pas d’auto-immunité préoccupante. 
Cependant, basé sur les résultats de différents modèles murins, l’usage mono-thérapeutique 
d’inhibiteurs de l’IDO en clinique pourrait améliorer la réponse anti-tumorale de façon peu 
efficace. 
 
 
1.6.6.3 Immunothérapie dirigée contre l’IDO à l’aide de CTL 
 
L’utilisation de l’IDO comme cible antigénique a également été proposée. Une 
étude a récemment identifié des CTL capables de reconnaître spécifiquement l’IDO dans le 
sang de patients atteints de mélanome, de carcinome mammaire ou de carcinome rénal 
(239). La présence de tels lymphocytes T n’a pas été retrouvée dans le sang de donneurs 
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sains. Cependant, certaines contraintes pourraient limiter l’efficacité de cette approche 
immunothérapeutique. D’une part, malgré le potentiel lytique in vitro des CTL spécifiques 
à l’IDO, l’activité enzymatique de l’IDO exprimée par les lignées cellulaires tumorales 
ciblées n’a pas été démontrée. Ainsi, in vivo, une telle immunothérapie dirigée contre des 
cellules IDO+ pourrait mener à une inhibition des fonctions des cellules T spécifiques à 
l’IDO lorsqu’elles rencontreraient leur cible. De plus, considérant le fait que les APC 
peuvent elles aussi exprimer l’IDO, elles seraient donc aussi susceptibles d’être lysées par 
les CTL spécifiques à l’IDO. Par conséquent, l’inhibition de l’activité de l’IDO chez ces 
cellules serait plus avantageuse pour qu’elles deviennent immuno-stimulatrices et qu’elles 
puissent ensuite aider la réponse anti-tumorale. Par ailleurs, les cellules normales IDO+ de 
l’organisme seraient aussi ciblées et lysées par une immunothérapie dirigée contre IDO, ce 
qui n’est pas souhaitable. Cette approche aurait cependant un avantage non négligeable. 
Advenant que suite au traitement émergent des variants tumoraux ayant perdu l’expression 
de l’antigène, soit l’IDO, les cellules tumorales ne seraient plus reconnues par les 
lymphocytes T spécifiques à l’IDO, mais la tolérance induite par l’IDO serait toutefois 
supprimée. 
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1.7 Objectifs du projet de doctorat 
 
Plusieurs mécanismes contribuent à la non-réponse du système immunitaire face 
aux tumeurs, mais aussi à l’échec des essais cliniques d’immunothérapie anti-tumorale. 
Parmi ces mécanismes de contre-régulation, l’IDO joue un rôle important dans la 
progression tumorale puisque tel que démontré par des modèles murins, cette enzyme est 
exploitée par les tumeurs au détriment de la réponse immunitaire anti-tumorale. De plus, 
cette molécule immunosuppressive est retrouvée dans une grande proportion des cancers 
humains et sa présence dans les tumeurs est associée à un pronostic défavorable pour les 
patients. La régulation de l’expression de l’IDO a été étudiée dans plusieurs types 
cellulaires, mais principalement dans les DC. Cependant, plusieurs questions quant à la 
régulation de l’IDO chez l’humain, et particulièrement dans les cancers, restent à être 
élucidées. 
 
Ce projet de doctorat vise de façon globale à caractériser cette molécule immuno-
suppressive en identifiant les facteurs impliqués dans la régulation de son expression dans 
les cellules tumorales humaines et dans les lymphocytes B. Précisément, les travaux 
présentés répondent à 3 objectifs correspondant chacun à un chapitre de cet ouvrage. 
 
1) Compte tenu que l’expression de l’IDO est induite par des stimuli 
inflammatoires, nous avons posé l’hypothèse que l’induction de l’IDO dans les cellules 
tumorales dépend des cellules immunitaires infiltrant les tumeurs. Le premier objectif fait 
donc le point sur la capacité des cellules immunitaires infiltrant les tumeurs à induire 
l’expression de l’IDO dans les cellules tumorales. Il s’intéresse aussi à la caractérisation des 
facteurs dérivés de ces cellules immunitaires, spécifiquement les lymphocytes T activés, et 
impliqués dans la régulation de l’IDO. Cette étude revêt une importance quant à la 
planification des essais d’immunothérapie, puisqu’une vaccination visant à stimuler 
l’immunité pour provoquer une réponse anti-tumorale pourrait aussi mener à une 
expression de l’IDO dans les tumeurs. 
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2) Le deuxième objectif consiste à étudier les voies de signalement cellulaires qui 
régissent la régulation de l’expression de l’IDO dans les cellules tumorales en réponse aux 
lymphocytes T activés. Les travaux relatifs à cet objectif se concentrent particulièrement 
sur l’évaluation des effets engendrés par un agent chimiothérapeutique qui est à la fois un 
inhibiteur de la voie de STAT1, la fludarabine. La compréhension des effets de ce composé 
sur la régulation de l’IDO et sur le signalement impliqué dans cette régulation est d’un 
intérêt clinique, compte tenu de son utilisation dans le traitement de certains cancers et des 
bénéfices que procure la combinaison de la chimiothérapie avec un inhibiteur de l’IDO. 
 
3) Enfin, le troisième objectif s’attarde à étudier l’expression et l’activité de l’IDO 
dans les lymphocytes B, une population cellulaire qui est retrouvée parmi les cellules 
immunitaires infiltrant les tumeurs. Tant chez l’humain que chez la souris, les DC 
expriment l’IDO lorsqu’ils sont mis en présence de lymphocytes T, et ces DC-IDO+ 
participent à la suppression de la réponse anti-tumorale in vivo. En plus de s’apparenter aux 
DC de par leur capacité à capter et à présenter les antigènes, les lymphocytes B 
interagissent étroitement avec les lymphocytes T CD4+ dans l’élaboration d’une réponse 
humorale. Nous croyons ainsi que la régulation négative de la réponse immunitaire 
engendrée par l’expression de l’IDO par les DC pourrait aussi être exploité par les 
lymphocytes B. 
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Abstract 
 
Previous cancer vaccination approaches have shown some efficiency in generating 
measurable immune responses, but they have rarely led to tumor regression. It is therefore 
possible that tumors emerge with the capacity to downregulate immune counterparts, 
through the local production of immunosuppressive molecules, such as indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO). While it is known that IDO exerts suppressive effects on T cell 
functions, the mechanisms of IDO regulation in tumor cells remain to be characterized. 
Here, we demonstrate that activated T cells can induce functional IDO expression in breast 
and kidney tumor cell lines, and that this is partly attributable to interferon-gamma (IFN-γ). 
Moreover, we found that interleukin (IL)-13, a Th2 cytokine, has a negative modulatory 
effect on IDO expression. Furthermore, we report IDO expression in the majority of breast 
and kidney carcinoma samples, with infiltration of activated Th1-polarized T cells in 
human tumors. These findings demonstrate complex control of immune activity within 
tumors. Future immune therapeutic interventions should thus include strategies to 
counteract these negative mechanisms. 
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Introduction 
 
Immune cell infiltration is frequently observed in numerous types of tumors during 
both development and progression of cancer, including tumor antigen (TA)-specific T 
lymphocytes (240). These tumor-infiltrating immune cells (TIIC) have been linked to 
prognostic value in several cancer types, such as ovarian (19), colorectal (241), breast 
(242), hepatocellular (243), renal cell (244), and prostate (245) carcinomas. However, the 
functions of antigen-specific T lymphocytes appear to be negatively controlled, indicating 
that mechanisms of immune tolerance to human tumors are dominant in patients with 
progressive disease. Although successful immune vaccinations leading to increasing 
numbers of peripheral tumor-specific T lymphocytes (62,246-248) have been demonstrated, 
beneficial clinical responses are generally observed in a small proportion of patients (81). 
This suggests that tumors can negatively affect T lymphocyte anti-tumor activity. 
Therefore, tolerizing immune mechanisms not only impact the natural course of the disease, 
but also interfere with the eradication of tumors after vaccination. 
 
TA-targeted immunotherapy is certainly effective from an immunological point of 
view. The actual challenges are to increase the proportion of clinical responders, improve 
the duration of the response, and extend immunotherapy to common and aggressive 
cancers, such as breast carcinoma and renal cell carcinoma (RCC). In the last few years, 
this has led to an intense search, for major mechanisms mediating immune tolerance 
controlled by tumors. Potential mechanisms are diverse and include the expression of 
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) enzyme in the tumor environment (194,249). 
 
IDO is a tryptophan-catabolizing enzyme with immunosuppressive effects on T cell 
functions. It has been described as a key molecule in protecting the fetus against the 
mother’s T cell aggression (181). In murine models, IDO has been demonstrated to be an 
important mediator of tumor escape when expressed by tumor cells and antigen-presenting 
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cells (APC) found in tumor-draining lymph nodes (182,194). IDO mediates its 
immunosuppressive functions through the depletion of tryptophan from the 
microenvironment and the accumulation of toxic tryptophan metabolites (190,250). This 
culminates in the inhibition of T cell proliferation and functions, and in the induction of 
apoptosis (190,195,196,250-253). IDO has been detected in different cancer cell lines and 
in a variety of human primary tumors (183). Moreover, in ovarian, endometrial and 
colorectal carcinomas, IDO expression by tumor cells has been associated with poor 
prognosis (222,223,227). Some studies have linked IDO-expressing endometrial tumors 
with reduced lymphocyte infiltration (223,224). In human melanoma, the presence of IDO-
expressing cells in tumor-draining lymph nodes correlates with decreased long-term 
survival (190). 
 
However, factors regulating IDO expression in human tumor cells and the possible 
influence of T cells on IDO expression in tumor cells are currently unknown. In some 
normal cell types, IDO expression, which is known to be induced by both type I (α) and 
type II (γ) interferons (IFN), can also be modulated by the Th1/Th2 cytokine profile. Anti-
inflammatory cytokines, such as transforming growth factor-beta (TGF-β), interleukin (IL)-
4, and IL-13 have been shown to control IDO expression by antagonizing the IFN-γ effect 
in human fibroblasts and monocytes (214-216), whereas the opposite has been reported in 
eosinophils (254) and microglia (213). Th1 and Th2 cytokines were reported in human 
breast tumors, but the impacts of this cytokine cocktail on IDO expression in tumor cells 
are currently unknown. A better understanding of these interactions is crucial, considering 
that tumor-derived IDO can negatively control T cell-mediated specific responses and thus 
impair immune-mediated tumor destruction. 
 
In this study, we first characterized TIIC from human breast and kidney carcinomas 
and found that tumor-associated T lymphocytes bore a Th1-activated phenotype. We then 
demonstrated that activated T lymphocytes induced IDO in human breast and kidney tumor 
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cell lines. This induction was partly mediated by IFN-γ secretion from T lymphocytes, but 
was negatively modulated by IL-13, a Th2 cytokine. These findings indicate that the 
Th1/Th2 balance provided by activated T lymphocytes may influence immuno-modulatory 
mechanisms in tumors, and thus could have a tremendous impact on immunotherapies 
aimed at fighting cancers. Our study constitutes the first analysis of IDO expression 
regulation by activated T cells, which needs to be better understood. 
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Materials and Methods 
 
Patients and samples 
This study was approved by the institutional Ethics Committee, and informed 
consent was obtained from each donor or patient before collection of the samples. 
Freshly-resected breast cancer specimens from 61 patients, who had undergone radical or 
partial mastectomy, were obtained from the FRSQ-CHUM breast cancer tissue bank of the 
FRSQ Cancer Network. RCC tissues were obtained after radical or partial nephrectomy, 
from 29 patients of the McGill University Health Center. Collected tissues were 
mechanically homogenized with a MedimachineTM (Dako Cytomation), and single-cell 
suspensions were centrifuged on a lymphocyte separation medium cushion (Wisent). TIIC 
were recovered from the interface and stained for flow cytometry. Peripheral blood 
mononuclear cells (PBMC) from healthy donors recruited by the Division of Hematology 
and Immunodeficiency at the Royal Victoria Hospital and from cancer patients were 
isolated as described previously (255). 
 
Flow cytometry 
Conjugated monoclonal antibodies used: CD3-fluorescein isothiocyanate (FITC), 
CD3-AlexaFluor 700, CD4-Pacific Blue, CD8-allophycocyanine (APC)-Cy7, CD8-FITC, 
HLA-DR-PE, CD62L-APC, IFN-γ-APC, IL-4-PE, Perforin-FITC from BD Biosciences 
(Mississauga, ON, Canada), CD3-APC, CD4-FITC, CD8-PE, CD45RA-PE, CD45RO-
APC, from Caltag and CCR7-PE from R&D Systems (Minneapolis, MN). Dead cells were 
excluded by staining with 7-AAD (BD Biosciences).  For Th1/Th2 polarization and lytic 
granule content analysis, TIIC and PBMC were thawed and incubated for 5 h with 20 ng/ml 
phorbol myristate acetate (Sigma-Aldrich), 1 μg/ml ionomycin (Sigma-Aldrich) and 5 
μg/ml Brefeldin A (Sigma-Aldrich). Intracellular staining was performed as described 
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previously (255). Samples analysis was performed on Becton Dickinson FACS-Calibur or 
LSRII instruments. 
 
Cells and reagents 
All cell lines were obtained from the American Type Culture Collection. MDA-
MB-231 and MCF-7 cells were cultured in RPMI 1640 complete medium containing 10% 
fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin/100 μg/ml streptomycin 
and 10 μg/ml gentamicin (all from Wisent). KTCL and 786-0 cell lines were cultured in 
DMEM complete medium (Wisent), whereas MEME complete medium (Wisent) was used 
to cultivate the BT-20 cell line. 
 
T lymphocytes were purified from PBMC by negative selection with EasySep 
human CD4 or CD8 cell enrichment kits (StemCell Technologies Inc.). Isolated T cell 
subset purity was between 90 and 98%. 
 
Monocyte-derived dendritic cells (DC) were generated from PBMC of healthy 
donors (256), followed by 24 h stimulation with 500 ng/ml soluble trimeric CD40 ligand 
(CD40L, Immunex, Seattle, WA) and/or 103 U/ml IFN-γ (Pierce Endogen, Rockford, IL) 
and/or 5 μg/ml LPS (Sigma-Aldrich). 
 
IL-13 was from Peprotech and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
(GM-CSF) from Pierce Endogen. Neutralizing anti-human IFN-γ and IL-13 antibodies were 
obtained from R&D Systems. The IDO inhibitor D-1-methyl-tryptophan (D-1MT) was 
purchased from Sigma-Aldrich. CFSE was obtained from Molecular Probes. 
 
 
 
  
 
86
Co-culture assays 
TIIC isolated from RCC patients or T cells isolated from healthy donor PBMC were 
incubated for 24 h on 5 μg/ml plate-bound anti-CD3 (clone OKT3, eBioscience) or isotypic 
control, at a concentration of 2 X 106 cells/ml in Iscove’s modified Dulbecco’s complete 
medium (Invitrogen) supplemented with 7.5% human serum (heat-inactivated, prepared 
from at least 3 normal donors). Unstimulated or activated T cells or TIIC were then 
cultured with MDA-MB-231 cells at a 2:1 ratio in ‘‘V’’-bottom 96-well plates (Costar, 
Corning Life Sciences) for 24 h. Neutralizing antibodies were added to T cells 20 min 
before co-culture. Supernatants were harvested after 24-h incubation, and human IFN-γ was 
evaluated by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with 0.4 μg/ml anti-IFN-γ 
monoclonal antibody and 0.2 μg/ml biotinylated anti-IFN-γ antibody (Pierce Endogen) 
(255). Cells were collected for RNA or protein extraction. 
 
RT-PCR 
RNA from co-cultures was prepared with RNeasy™ mini or micro kits (Qiagen) 
from breast and kidney specimens (257) and cDNA was synthesized from 500 ng mRNA 
(255). Sequences of the PCR primers spanning distinct exons were: β-actin (5': 
AAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC; 3': TAATGTCACGCACGATTTCCCG, 
amplicon 300-bp), 18S ribosomal subunit (5': ATCAACTTTCGATGGTAGTCG; 3': 
TCCTTGGATGTGGTAGCCG, amplicon 111-bp) and IDO (5': 
CGCTGTTGGAAATAGCTTCTTGC; 3': CTTCCCAGAACCCTTCATACACC, 
amplicon 167-bp). Classical RT-PCR amplification was undertaken with HotStartTaq DNA 
Polymerase (Qiagen). Cycling conditions were 15 min at 95ºC, 24 (β-actin) or 32 (IDO) 
cycles of 45 s at 94ºC, 45 s at 55ºC, and 1 min at 72ºC, then 10 min at 72ºC, in a T3 
Thermocycler™ system (Biometra, Goettingen, Germany). 
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Quantitative realtime RT-PCR, amplifications were performed with 0.5 µM of each 
IDO or 18S primer, 10 µl of 2X SYBR Green mix (Qiagen), 4 µl of cDNA (1:20 dilution) 
and water (257). The cycling conditions were 10 min at 95ºC, then 35 cycles of 30 s at 
94ºC, 45 s at 60ºC, 30 s at 72ºC for 18S or 40 cycles of 30 s at 94ºC, 60 s at 55ºC, 30 s at 
72ºC for IDO, and a melting curve from 72 to 95°C. IDO expression was established 
relative to the housekeeping gene 18S, according to Pfaffl’s method (258). 
 
Western blotting 
Protein extracts from the above-mentioned pelleted cell lines were prepared, 
quantified, resolved by 10% SDS-PAGE and transferred to PVDF membranes (257). 
Membranes were incubated with specific antibodies for β-actin (257) and IDO (sheep 
polyclonal anti-human IDO antibody 1:100 from Hycult Biotechnology, Uden, The 
Netherlands, and 1 h with a secondary peroxidase-conjugated rabbit anti-sheep 1: 5 x 104 
from Chemicon). Proteins were detected as described previously (257). 
 
Functional assessment of IDO impact 
To evaluate the enzymatic activity of IDO, effects of conditioned media from 
tumor/IDO+ or tumor/IDO- on T cell functions were evaluated. Briefly, supernatants from 
activated T cells were prepared from enriched CD8+ T cells, stimulated for 24 h with anti-
CD3 or an isotype-matched control. To induce IDO expression in tumor cells, the KTCL 
cell line was incubated for 24 h in activated T cell supernatant. To prepare IDO conditioned 
medium, the supernatant was replaced by fresh medium in which 250 μM D-1MT was 
added or not to confirm IDO specific activity. To assess effects on T lymphocytes, CFSE-
labeled CD4+ responder T cells were activated with 5 μg/ml plate-bound anti-CD3 and 300 
U/ml IL-2 (Peprotech) and cultured in tumor/IDO+ or /IDO- conditioned medium for 5 
days. Cells were harvested, and CFSE dilution was assessed by flow cytometry.  
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Statistical analyses 
Group comparisons for flow cytometry data were analyzed by Tukey’s parametric 
multiple comparison test. Normal distribution and homogeneity of variance for these values 
were satisfied. To compare experimental groups to controls in the IDO conditioned medium 
experiment, the non-parametric Mann-Whitney U test was used. Statistically significant 
differences were determined as P values less than 0.05. Statistics were performed with 
SPSS 13.0 software for Windows (LEAD Technologies). 
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Results 
 
Infiltration of activated immune cells in tumors 
To determine whether infiltrating immune cells in human breast carcinomas and 
RCC display an activated or resting/anergic state, we undertook an extensive phenotyping 
assessment of their activation status. Expression of several surface markers on TIIC and 
PBMC from cancer patients were compared by flow cytometry. A representative flow 
cytometric profile is provided (supplemental Figure 1m1). The infiltrates comprised a 
diversity of immune cells, and the most abundant cells present in TIIC were T cells (56.9% 
in breast vs. 53.4% in RCC) (Figure 1m1A, top). Among the CD3+ T cell subset, we 
observed significantly increased expression of the activation marker HLA-DR, in both 
breast carcinoma (p=0.001) and RCC (p<0.001) TIIC in comparison to PBMC (Figure 
1m1A, bottom). Tumor infiltrating T cells had a memory phenotype when considering the 
significantly higher CD4+CD45RO+/CD4+CD45RA+ ratio in TIIC than in PBMC 
(45.3±39.0% and 6.6±11.5%, p=0.006 for breast carcinoma vs. 39.9±52.4% and 1.1±0.9%, 
p=0.001 for RCC; Figure 1m1B, top). These data were also supported by a decreased 
proportion of CD4+CCR7+CD62L+ in TIIC from breast cancer vs. PBMC from the same 
donors (p=0.021; Figure 1m1C, top). A similar profile was noted among CD8+ T cells 
(Figure 1m1B and 1m1C, bottom). Taken together, these data strongly suggest that tumor-
infiltrating T lymphocytes have an activated phenotype: HLA-DR+, CD45RO+, CCR7-, 
CD62L-. 
 
Th1-polarized T cells infiltrate RCC 
To dissect the nature of tumor-infiltrating T cells, we selected one prototypic Th1 
cytokine (IFN-γ), one prototypic Th2 cytokine (IL-4) and one lytic enzyme (perforin) to 
evaluate the effector functions of kidney TIIC. Intracellular flow cytometric analysis 
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revealed a significantly higher percentage of IFN-γ-secreting CD4+ T cells in TIIC (53.0%) 
than in PBMC (19.3%) from RCC patients (Figure 2m1A, left).  However, the percentage of 
IL-4+/CD4+ T cells was similarly low in each group (Figure 2m1A, right). Moreover, IFN-γ-
secreting CD8+ T cells were in significantly higher proportion in TIIC and PBMC from 
cancer patients compared to healthy donor PBMC (Figure 2m1B, left). Interestingly, we 
found a significantly higher number of perforin-producing CD8+ T cells in PBMC from 
RCC patients than from healthy donors (Figure 2m1B, right). Altogether, these data show 
that T cells infiltrating kidney tumors display an IFN-γ/Th1 profile. However, it is still 
unresolved how tumor cells respond to such cytokines from activated T cells present in the 
tumor environment. 
 
Immune cells prepared from RCC induce IDO expression in human renal carcinoma 
cells 
To evaluate the effects of theses TIIC on tumor cells upon interaction, in vitro 
experiments have been performed co-culturing RCC TIIC with human renal carcinoma 
cells in order to evaluate the expression of immunosuppressive genes. Given the increased 
proportion of IFN-γ-expressing T cells that we detected in TIIC, and that IDO is an IFN-γ 
inducible gene, we sought to determine whether TIIC isolated from renal cell carcinomas 
could lead to IDO expression in tumor cells. These experiments revealed the induction of 
IDO in tumor cells after co-culture with TIIC from 3 donors pre-treated with isotype 
control (Figure 3m1, top panel; RCC53, RCC70, and RCC75). This induction was specific 
to the tumor environment since PBMC did not induce similar levels of IDO expression. As 
expected, TIIC as well as PBMC from RCC53 and RCC70 cancer patients activated with 
anti-CD3 induced IDO expression in the tumor cell line (Figure 3m1, bottom panel), 
whereas TIIC from donor RCC75 failed to induce similar levels of IDO expression, after 
activation with anti-CD3. 
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In summary, this experiment illustrates that TIIC prepared from different RCC 
patients had the capacity to upregulate IDO. 
 
Activated T lymphocytes induce IDO expression in human tumor cells 
Although parameters measured from freshly-resected tumors provided crucial 
information, TIIC extraction rarely leads to sufficient amount of cells to study the effects of 
TIIC interaction with tumor cells. Because we wanted to further investigate tumor cell 
responses to human activated T cells, we pursued our study with in vitro experiments using 
human activated T lymphocytes similar to lymphocytes found in human tumors to evaluate 
the expression of immunosuppressive genes. In our experimental system, we detected IDO 
mRNA in MDA-MB-231 co-cultured with activated CD4+ and CD8+ T cells, and also at a 
lower level with unstimulated CD8+ T cells (Figure 4m1A). Surprisingly, IFN-γ levels in 
supernatants from activated CD8+ T cell and MDA-MB-231 co-cultures were low in 
comparison to levels obtained from CD4+-activated T cells (Figure 4m1A), suggesting that 
IFN-γ is not the only molecule produced by activated T cells responsible for IDO induction. 
These data supports other findings in this paper shown in figure 7m1B. 
 
To evaluate whether our model was representative of what can be encountered in 
breast and kidney cancers, we next investigated IDO induction in different breast and 
kidney cancer cell lines. We found IDO in all cell lines after co-culture with activated CD8+ 
T cells. IDO mRNA was also detected in both kidney cancer cell lines when co-cultured 
with non-activated CD8+ T cells (Figure 4m1B). IDO transcription was induced in response 
to rhIFN-γ in all cell lines evaluated, whereas no mRNA was revealed without T cells or 
with anti-CD3 alone (Supplemental Figure 2m1). To determine whether tumor cells 
expressed other immunosuppressive genes in response to activated T cells, we analyzed the 
expression of arginase 2 (Arg2), cyclooxygenase-2 (COX-2) and prostaglandin E synthase 
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(PGES). None of the tested genes had an expression pattern similar to that of IDO (Figure 
4m1B). 
 
We also confirmed IDO protein expression in co-cultures of activated CD4+ T cells 
with MDA-MB-231, KTCL or 786-0 (Figure 4m1C). Though IDO transcript could be 
detected from all the cell lines tested (Figure 4m1B), protein was mostly found in MDA-
MB-231 and KTCL, suggesting differential regulation at the translational level. As 
expected, IDO protein expression was positively controlled in stimulated monocyte-derived 
DC (259), and in DC co-cultured with activated T cells (Figure 4m1C). Finally, the colon 
carcinoma cell line HCT-116 acted as a negative control of IDO expression, as reported 
(259). 
 
Altogether, these data demonstrate that both activated CD4+ and CD8+ T 
lymphocytes upregulated IDO mRNA and protein expression in breast and kidney cancer 
cell lines.  
 
IDO expressed by human cancer cells inhibits T cell functions 
To assess IDO functional activity, we then evaluated the consequences of IDO-
expressing tumor cells on T cell functions. Activated CD4+ T cells were cultured in 
conditioned medium from IDO-expressing KTCL cells. Proliferation and IFN-γ production 
were then examined. When cultured in tumor/IDO+-conditioned medium, activated T cell 
proliferation was decreased by 33.3% compared to T cells cultured in control medium 
(p=0.04), as indicated by the CFSE dilution (Figure 5m1B). Importantly, T cell proliferation 
was rescued to the control level by adding the IDO inhibitor 1MT (p<0.05), therefore 
illustrating a direct role of IDO in the reduced T cell proliferation (Figure 5m1A). Similar 
results were obtained for IFN-γ secretion (data not shown). Thus, enzymatically-active IDO 
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protein detected in tumor cell lines in response to activated T cells exerted an inhibitory 
effect on T cell functions. 
 
 
IDO expression in breast and kidney cancers 
Considering the Th1-polarized nature of tumor-infiltrating activated T cells (Figure 
2m1) and IDO upregulation in cancer cell lines in response to activated T lymphocytes, we 
next wanted to confirm whether IDO was detected in a substantial proportion of human 
breast and kidney cancer clinical samples. We evaluated IDO expression in cancer samples 
and normal tissues, by quantitative real time RT-PCR. IDO mRNA was detected in several 
normal tissues (Figure 6m1A), including breast and kidney. IDO expression in breast cancer 
samples was normalized to one representative normal breast sample. Almost half (27/57) of 
the breast cancer samples expressed twice the IDO level found in the normal reference 
breast sample (Figure 6m1B). Furthermore, 24 RCC clinical samples were analyzed. The 
IDO mRNA level was two-fold higher in 75% of these samples than in an untreated kidney 
cancer cell line (Figure 6Cm1). No correlation was found between IDO mRNA expression 
and the patients’ clinico-pathological parameters for breast carcinoma samples. Among 
RCC samples, IDO expression correlated with the clear cell histological type, since clear 
cell constituted 89% (16/18) of IDO-positive samples (Spearman correlation coefficient= 
0.766, p<0.001). All of the 6 IDO-negative clinical samples were not clear cell RCC, for 
instance, they were either papillary, chromophobe or carcinoid. These data indicate that 
IDO is present in a high proportion of cancer samples. As such, we must better understand 
the mechanisms by which activated T lymphocytes modulate IDO expression in tumor 
cells, and the potential involvement of IFN-γ, which was previously shown to be an 
important IDO-inducer. 
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Activated T cells provide both positive and negative signals for IDO expression in 
cancer cells 
To understand the relative importance of IFN-γ in the induction of IDO in tumors 
from the interaction with activated T cells, we assessed IDO expression while blocking 
IFN-γ with a neutralizing antibody. When stimulated with 100 U/ml of exogenous 
recombinant IFN-γ (corresponding to 4 ng/ml), IDO expression by MDA-MB-231 was 
completely abolished by anti-IFN-γ (Figure 7m1A), thus determining the threshold of the 
blocking antibody. In contrast, IDO expression was only partly inhibited by the same 
amount of anti-IFN-γ in MDA-MB-231 co-cultured with activated CD4+ T cells secreting a 
measured level of 500 pg/ml IFN-γ (Figure 7m1B). Similar results were obtained with CD8+ 
T cells (data not shown in original article, see figure in annex 1). We thus suspected that 
other factors may be implicated in the regulation of IDO expression in tumor cells. 
 
To explore whether IDO induction was dependent on cell-cell contact or solely on 
soluble factors, we incubated the MDA-MB-231 cell line in activated T cell supernatant, or 
with activated T cells separated by a tissue culture insert. These results revealed that IDO 
induction in tumor cells in response to activated T cells was cell-contact independent 
(Supplemental Figure 3m1). 
 
To identify soluble factors modulating IDO expression, we performed a cytokine 
array on supernatant from activated CD4+ T cells vs. control CD4+ T cells. We observed an 
upregulation of IL-13 and GM-CSF secretion by activated T cells (Supplemental Figure 
4m1). We evaluated their impact on IDO modulation by treating the MDA-MB-231 cell line 
with IFN-γ alone or in combination with these cytokines. The results revealed that neither 
IL-13 nor GM-CSF alone was able to induce IDO in MDA-MB-231 (Figure 7m1C). 
However, when stimulated with exogenous IFN-γ, decreases of 58% and 84% in IDO 
relative expression were observed with the addition of IL-13 (at 10 and 50 U/ml, 
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respectively). A 57% decrease of IFN-γ-induced IDO expression was also seen with GM-
CSF (100 U/ml) (Figure 7m1C). Although IL-4 shares a common receptor with IL-13, no 
difference in IFN-γ-dependent IDO mRNA levels was observed in response to IL-4 (data 
not shown). 
 
To further establish the role of IL-13 in modulating IDO expression in cancer cells 
from activated T cells, we used an IL-13 blocking antibody. Our results demonstrate that 
the IL-13-blocking antibody increased IDO mRNA expression (Figure 7m1D). We thus 
confirmed the inhibitory action of IL-13 on IDO expression by the MDA-MB-231 breast 
cancer cell line. Taken together, these results indicate that cytokines (GM-CSF and IL-13) 
produced by activated T cell can attenuate IFN-γ-mediated IDO expression induced in 
human tumor cells. Thus, IDO expression appears to be regulated by a complex balance of 
Th1/Th2 cytokines secreted by activated T cells. 
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Discussion 
 
The inability of tumor-infiltrating lymphocytes to control tumor progression 
highlights the importance of understanding factors emerging from tumors, which negatively 
control the anti-tumoral response. IDO, an important immunosuppressive molecule, has 
been identified as one of the mechanisms leading to immune response down-regulation. 
Indeed, the negative feedback provided by IDO expression in DC after contact with 
activated T cells (260) is a necessary immune regulatory mechanism of T cell deactivation. 
It is now clear that this control mechanism can also emerge in tumor cells, leading to the 
inhibition of the T cell response and proliferation. Such an active process of tolerance 
induction in the tumor microenvironment has an obvious negative impact on immune 
functions, and potentially on the effectiveness of clinical manipulation of the anti-tumor 
response by immunotherapeutic approaches. Inhibiting IDO or the factors controlling its 
expression may increase the efficacy of immune-based cancer therapy. However, such 
factors are not well-characterized in human cancer. This study is the first report on the 
mechanisms of IDO regulation in tumor cells in response to activated T cells in human 
cancer. 
 
We first examined the phenotype of immune cells infiltrating breast cancer and 
RCC, and observed memory T cells expressing the surface marker CD45RO. These T cells 
also had an activated phenotype, which was illustrated by their high expression of HLA-
DR. These results are in line with previous reports on the activation marker HLA-DR from 
the surface of breast carcinoma (261) and RCC (262) TIIC. Moreover, the memory profile 
among T cells from TIIC is consistent with the intense CD45RO expression seen by Cózar 
and colleagues (263) in RCC. Considering the phenotypically-activated T cells present in 
the tumor microenvironment, inhibitory mechanisms must be responsible for their impaired 
functions. 
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From the ineffectiveness of the anti-tumor response and the activated state of TIIC 
from RCC samples that we analyzed by flow cytometry, we hypothesized that activated T 
cells could induce immunosuppressive genes expression by tumor cells. Of the different 
suppressive genes we tested, we found that only the expression of IDO was induced in 
tumor cell lines in response to activated T cells in our experimental model. The protein 
expression of IDO was confirmed in a subset of cell lines, and we also corroborated IDO-
negative biological effects on T lymphocyte functions. In their study, Brandacher and 
colleagues (222) noted that high IDO expression in colorectal cancer correlated with a 
decrease in CD3+-infiltrating T cells. To explain this observation, they proposed that IDO 
expression in human tumors could result from IFN-γ produced by host immune cells after 
the recognition of early-stage tumor cells, which could lead to tryptophan starvation and 
inhibition of T cell proliferation and functions in the tumor environment. We thus consider 
that our study supports their hypothesis, the role of IFN-γ in this process needing to be 
determined. 
 
We expected IFN-γ to play a major role in the expression of IDO by cancer cell 
lines in response to activated T cells. Using a neutralizing antibody, we demonstrated IFN-
γ’s importance for IDO induction in our co-cultures. However, our data suggest the 
presence of one or multiple factors, other than IFN-γ, produced by activated T cells and 
which could contribute to IDO induction in tumor cells. These factors have not been 
identified and are currently under investigation, but we speculate that type I IFNs could be 
involved in this process. 
 
We did identify two factors, GM-CSF and IL-13, which negatively control IFN-γ-
induced IDO expression. Strikingly, even if the Th2 cytokine IL-13 was found to 
downregulate IDO, we did not observed any regulatory functions for IL-4 on IDO 
expression. The different roles of IL-4 and IL-13 may reflect the involvement of different 
pathways in the signaling events leading to IDO expression (264). The effects of IL-13 on 
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IDO expression correlated with the antagonizing effect of Th2 cytokines on IFN-γ that has 
been noted in other cell types, such as fibroblasts and monocytes. Moreover, in a recent 
study, IL-13 has been detected in breast tumor clinical samples (265,266). Aspord et al. 
(265) also demonstrated that CD4+ T cells infiltrating breast tumors produce IFN-γ as well 
as IL-4 and IL-13. Obviously, IDO expression in tumors is modulated by several factors 
from activated T lymphocytes, which need to be identified. 
 
While T helper cells have been shown to play a major role in anti-tumor immunity, 
both in mice and humans, the nature of this Th response is of major importance. In murine 
cancer models, it has been established that predominant Th1 responses are associated with 
tumor resistance, whereas Th2 or Th1/Th2 mixed responses correlate with tumor 
progression (267). However, such correlation has not been strongly shown in humans. Th1 
infiltration frequently correlates with better prognostic value (18). Also, Th1 responses are 
linked to a stronger anti-tumor immunity but without being associated with tumor 
regression. Failure of Th1 responses to wane tumors might be explained by different 
immunosuppressive mechanisms, such as IDO, which could block effector functions of T 
cells. Our results suggest that Th2 cytokines down-regulate IDO expression in cancer cells. 
This does not support evidences suggesting that Th1 responses are more capable to 
generate an effective anti-tumor immune response. Since IDO is thought to preferentially 
induce Th1 cell apoptosis (254), its expression in tumor cells could subvert the immune 
response toward a Th2 profile. We thus think that a Th1 anti-tumor response with the 
concomitant inhibition of IDO expression or activity to overcome immunosuppression, 
would still be the most appropriate strategy to eradicate tumors, rather than using Th2 
polarizing anti-tumor immunizations. 
 
We analyzed IDO mRNA in breast carcinoma and RCC clinical samples and found 
a high expression in a large proportion of tumor specimens. However, since IDO 
expression was measured from bulk tumor specimens, we cannot exclude the possibility 
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that part of the IDO in our breast and kidney cancer clinical samples originated from 
infiltrating immune cells. Though the analysis of RCC samples revealed a positive 
correlation between IDO expression and clear cell histological type, we could not correlate 
IDO mRNA expression in breast cancer specimens with clinical parameters. In other 
studies, IDO expression was correlated with a poor clinical outcome in different human 
cancers, such as melanoma (190), endometrial (223), colorectal (222) and ovarian (227) 
cancers. Our inability to link IDO to clinico-pathological parameters could be attributed to 
the bias introduced in our tissue bank toward high grade and large tumor size. 
 
Our data show that activated T cells can induce IDO expression in tumor cells and 
negatively impact the immune response. In melanoma, it has been demonstrated that IDO 
can affect DC-based vaccines since IDO-positive cells were detected by 
immunohistochemistry in tumor biopsies 24 h after the administration of a DC-based 
vaccine (233). Furthermore, IDO expression led to increased expression of FoxP3, and thus 
possibly Treg cells (233). The complementarities between these two immunosuppressive 
mechanisms have been demonstrated recently by Munn and colleagues (207,218) as they 
showed that IDO-expressing plasmacytoid DC can activate resting Treg in mice. Inversely, 
Treg can induce IDO expression in DC after CTLA-4 ligation (207,218). IDO is certainly 
not the sole immunosuppressive factor facilitating tumor escape from the immune system, 
but these evidences indicate that immunosuppressive mechanisms could be closely related. 
Considering that immunotherapy leading to accumulation of activated specific T cells at 
tumor sites could result in IDO-induced tolerance, its clinical relevance is obvious, and this 
should be considered in the development of vaccination strategies. 
 
In conclusion, although the immunosuppressive role of IDO is already established, 
it is still unclear to what extent host IDO-expressing APC or tumor cells contribute to the 
induction of tolerance in cancer. IDO+ DC may exert their immunoregulatory effects, not 
only at the tumor site but also in lymph nodes, where APC prime specific T cells (268). 
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This could explain the powerful effects of IDO in downregulating the immune response 
against tumors. The present study demonstrates for the first time that human activated T 
cells can positively and negatively modulate IDO expression in tumor cell lines through 
Th1 and Th2 cytokine secretion. Furthermore, these IDO-positive tumor cells can impair T 
cell responses. This mechanism of IDO induction provides new evidence as to the 
complexity and vast potency of this immunosuppressive molecule in human cancer. Our 
study also gives clear evidence that the Th1/Th2 cytokine balance provided to the tumor is 
an important aspect to consider in future immunotherapies. 
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Figure 1m1 Infiltration of activated T lymphocytes in breast and kidney tumors. 
 
Single-cell suspensions obtained from tumor tissues and peripheral blood of breast and 
kidney cancer patients were incubated with antibodies specific to various lymphocyte 
markers to evaluate the proportion of (A) CD3+ and CD3+HLA-DR+, (C) 
CD4+CCR7+CD62L+ and CD8+CCR7+CD62L+ cells, or (B) CD4+CD45RO/RA and 
CD8+CD45RO/RA ratios. Analyses were gated on the lymphocytic population and dead 
cells were excluded by 7-AAD staining. Dotted lines link samples from the same patient 
and the mean is represented by a bar. 
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Figure 2m1 Th1-polarized T cells infiltrate kidney cancers. 
 
TIIC and PBMC from kidney cancer patients and PBMC from healthy donors were stained 
for flow cytometry, and percentages of (A) IFN-γ- or IL-4-producing cells among 
CD3+CD4+ T cells and (B) IFN-γ or perforin CD3+CD8+ T cells are represented by dots 
(●). The mean value for each group is indicated by a bar (–). TIIC and PBMC from the 
same patients are linked by dotted lines. 
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Figure 3m1 Immune cells prepared from RCC induce IDO expression in renal 
carcinoma cell line. 
 
TIIC and PBMC from kidney cancer patients and PBMC from an healthy donor were 
stimulated with plate bound anti-CD3 or isotype-matched control for 24 h, and co-cultured 
with the renal carcinoma cell line KTCL for 24 h. IDO and β-actin mRNA expression was 
determined by RT-PCR 
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Figure 4m1 Activated T cells induce IDO expression in human breast and kidney 
cancer cell lines. 
 
(A-C) CD4+ and/or CD8+ T cells isolated from healthy donor PBMC were stimulated or not 
with plate-bound anti-CD3 for 24 h, and co-cultured with kidney or breast cancer cell lines 
for 24 h. (A-B) Immunosuppressive genes (IDO, Arg2, COX-2, PGES) and β-actin mRNA 
expression was evaluated by RT-PCR and IFN-γ levels in co-culture supernatants were 
determined by ELISA. MDA-MB-231 cells stimulated with plate-bound anti-CD3 or IFN-γ 
were used as negative and positive controls for IDO expression. (C) IDO protein expression 
was evaluated by Western blotting. DC and HCT-116 were respectively positive and 
negative controls for IDO expression. Legend: C/L/I; CD40L/LPS/IFN-γ. 
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Figure 5m1 IDO-expressing tumor cells decrease T cell functions. 
 
OKT3 or isotype control activated CD8+ T cell supernatants were used to induce IDO 
expression in the KTCL cell line. Conditioned medium was obtained from IDO+ or IDO- 
KTCL cells cultured 24 h in fresh medium with or without 250μM D-1MT. Proliferation 
from OKT3/IL-2-activated CD4+ T cells cultured in these conditioned media was assessed 
by CFSE dilution. (A) One representative experiment. (B) Average proliferation ± SD 
(n=3). 
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Figure 6m1 IDO is expressed from human breast and kidney cancers. 
 
RNA was extracted from normal tissues or from resected breast and kidney cancer clinical 
specimens. cDNA was prepared, and IDO expression from (A) normal tissues, (B) breast 
and (C) kidney cancer samples was evaluated by quantitative real time RT-PCR, and 
normalized with 18S RNA. Clear cell RCC samples are identified by CC before the sample 
number. 
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Figure 7m1 IDO expression in tumors is modulated by Th1/Th2 cytokine balance. 
 
(A) The MDA-MB-231 cell line was cultured with various amounts of exogenous rhIFN-γ 
(1,000; 100; 10; 1 U/ml) to evaluate the blocking threshold of anti-IFN-γ neutralizing 
antibody. (B) MDA-MB-231 was co-cultured with un-activated or anti-CD3-activated 
CD4+ T cells in the presence of anti-IFN-γ antibody or isotype control. (A-B) IDO mRNA 
expression was determined by RT-PCR. (C) The MDA-MB-231 cell line was treated or not 
with 50 U/ml IFN-γ alone or in combination with different amounts of rhIL-13 or rhGM-
CSF. (D) CD4+ T cells were treated with anti-CD3 or isotype control and co-cultured with 
MDA-MB-231 in the presence of a neutralizing antibody to IL-13 (50 μg/ml). (C-D) 
Relative IDO expression was assessed by real time quantitative RT-PCR with 18S as 
reference. Monocyte derived DC untreated or treated with 103 U/ml IFN-γ were used 
respectively as negative or positive controls. 
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Supplemental figures 
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Supplemental figure 1m1 Phenotyping of immune cell populations in breast and 
renal cell carcinoma samples. 
 
TIIC and PBMC obtained from breast and kidney cancer patients were incubated with 
conjugated specific antibodies. The expression of various lymphocyte markers was 
evaluated by FACS to determine the proportion of (A) CD4+ and CD8+, (B) CD3+HLA-
DR+, (C) CD45RA+ and CD45RO+, (D) CCR7 and CD62L, cells. Dead cells were excluded 
by 7-AAD staining. A, B and D are gated on CD3+ cells, and C is gated on CD4+ cells. 
Typical flow cytometric profiles are illustrated. 
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Supplemental figure 2m1 IDO is expressed in breast and kidney cancer lines in 
response to IFN-γ. 
 
Kidney (786-O or KTCL) and breast (BT-20, MCF-7 or MDA-MB-231) cancer cell lines 
were either untreated, treated with OKT3-conditioned supernatant without T cells or with 1 
x 103 U/ml IFN-γ for 24 h. The cells were harvested, and IDO, Arg2, COX-2, PGES and β-
actin mRNA was detected by RT-PCR. IFN-γ levels from supernatants were determined by 
ELISA. Legend: p.b.: plate-bound. 
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Supplemental figure 3m1 IDO induction in tumor lines is cell-contact independent. 
 
CD4+ or CD8+ T cells from PBMC were activated with anti-CD3 or isotype-matched 
control for 24 h. MDA-MB-231 were left untreated, co-cultured with activated T cells or 
their supernatant alone, or cultured with activated T cells in 2-compartment wells. Cells 
were harvested, and IDO mRNA expression was quantified relative to 18S by real time RT-
PCR. Legend: p.b.: plate-bound. 
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Supplemental figure 4m1 Cytokine secretion profile of activated T cells. 
 
Isolated CD4+ T cells were stimulated for 24 h with anti-CD3 or isotype-matched control. 
Supernatants were collected and cytokines produced were determined using a RayBio 
Human Cytokine Antibody Array (RayBiotech, Inc.). 
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SECTION 3. RÉSULTATS COMPLÉMENTAIRES 
 
L’expression de l’IDO dans les cellules tumorales humaines est inhibée par un 
agent chimiothérapeutique, la fludarabine, de manière STAT1-indépendante 
 
Cette partie contient des résultats n’ayant pas été soumis pour publication qui sont 
complémentaires au manuscrit précédent. Cette étude qui devait à l’origine permettre une 
compréhension des voies de signalement cellulaire impliquées dans la régulation de 
l’expression de l’IDO dans les cellules tumorales en réponse aux lymphocytes T activés 
jette finalement un regard sur les effets négatifs d’un agent chimiothérapeutique sur 
l’induction de l’expression de l’IDO. Nous jugeons pertinente la présentation de ces 
résultats puisque ceux-ci sont en lien direct avec la première partie relative à l’induction 
de l’IDO dans les cellules tumorales par les lymphocytes T activés infiltrant les tumeurs. 
De plus, ces résultats complémentaires s’intègrent de toute évidence dans un contexte 
d’immunothérapie du cancer conjuguée à l’inhibition de mécanismes permettant l’évasion 
tumorale. L’implication des résultats présentés ci-dessous sera abordée plus en profondeur 
dans la section Discussion et Perspectives (SECTION 5). 
 
 
3.1 Justification 
 
Dans le chapitre précédent, nous avons démontré que les cellules immunitaires 
infiltrant les tumeurs de même que les lymphocytes T activés induisent l’expression de 
l’IDO dans des lignées cellulaires tumorales. De par l’analyse des facteurs solubles produits 
par ces lymphocytes, nous avons confirmé que l’IFN-γ est un des facteurs majeurs 
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influençant l’expression de l’IDO. L’expression de gènes induite par l’IFN-γ est en 
association étroite avec la voie Janus-activated kinase (Jak)-STAT. En effet, cette voie de 
signalement cellulaire est activée suite à la liaison de l’IFN-γ à son récepteur à la surface 
des cellules (Figure 10). Les tyrosine kinases Jak1 et Jak2 sont d’abord activées, puis 
phosphorylent le résidu tyrosine en position 701 sur STAT1, ce qui permet la dimérisation 
de phospho-STAT1. Ce complexe peut ensuite être transloqué au noyau, puis se lier à 
l’IFN-γ-activated site (GAS) présent sur le promoteur des gènes inductibles par l’IFN-γ. Il 
s’en suit une activation de la transcription de ces gènes. Pour que l’activation 
transcriptionelle soit à sont plein potentiel, un deuxième site, le résidu sérine en position 
727, peut être phosphorylé sur STAT1 par l’entremise de la protéine kinase C-delta (PKC-
δ), qui est elle-même activée par la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) lors d’une liaison 
entre l’IFN-γ et son récepteur (revu dans  (269)). 
 
Par ailleurs, l’importance d’un autre facteur impliqué dans la régulation de 
l’expression de l’IDO par les cellules tumorales a été mise en évidence par notre étude 
présentée dans la section 2. La cytokine IL-13, à l’inverse de l’IFN-γ, a été associée à une 
modulation négative de l’expression de l’IDO. Le signalement cellulaire déclenché par la 
liaison de cette cytokine au récepteur composé des deux sous-unités IL-4Rα et IL-13Rα1 
passe quant à lui par une phosphorylation de STAT6. Cette étape qui requiert l’activation 
de Jak1 et de Tyk2 résulte en l’homodimérisation de phospho-STAT6, puis en la 
translocation de ce complexe au noyau afin que celui-ci puisse activer la transcription de 
ses différents gènes cibles (270). 
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Figure 10 Signalement par la voie JAK-STAT en réponse à l’IFN-γ. (Figure 
inspirée de  (269)) 
Légende: Suite à la liaison de l’IFN-γ au récepteur des interférons de type II, JAK1 et 
JAK2 sont activées et phosphorylent STAT1 sur le résidu tyrosine en position 701. Il se 
forme ensuite des homodimères de STAT1 phosphorylé qui transloquent au noyau et se 
lient à l’élément GAS qui est présent dans le promoteur des gènes régulés par l’IFNγ. Les 
JAK activées mènent aussi à l’activation de la sous-unité catalytique de la PI3K, ce qui 
résulte en l’activation subséquente de la PKC-δ. Cette dernière régule la phosphorylation de 
STAT1 sur le résidu sérine en position 727 qui permet une activation transcriptionelle 
complète. 
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Bien que le signalement par les voies STAT1 et STAT6 soit classiquement impliqué 
dans la réponse respectivement à l’IFN-γ et à l’IL-13, il est possible que d’autres voies 
interviennent dans ce processus. Les travaux publiés par Yadav et ses collègues ont permis 
de mettre en évidence que la modulation de l’expression de l’IDO dans les cellules gliales 
était indépendante de STAT, mais impliquait plutôt la PI3K (213). 
 
D’autre part, en plus de varier d’un type cellulaire à l’autre, les voies impliquées 
dans la régulation de l’IDO peuvent différer en fonction du stimulus responsable de 
l’expression de l’IDO. De fait, le LPS induit une augmentation de l’expression de l’IDO qui 
est indépendante de la voie de l’IFN-γ, dans des DC dérivées de la moelle osseuse de 
souris. Cette étude a permis de démontrer que, contrairement à l’expression de l’IDO 
induite par l’IFN-γ dépendante de Jak1, le signalement responsable de l’induction de l’IDO 
en réponse au LPS est quant à lui renversé par un inhibiteur de la PI3K (271). 
 
Compte tenu de ces régulations différentielles, il apparaît important d’étudier l’état 
d’activation de ces voies de signalement Jak-STAT dans les cellules tumorales en réponse 
aux facteurs produits par les lymphocytes T activés et les TIL. Ainsi, nous pourrons établir 
son importance relative dans la régulation de l’expression de l’IDO dans des cellules de 
tumeurs solides humaines. Le rôle de cette voie de signalement dans la régulation de 
l’expression de l’IDO peut être étudié via l’inhibition de certains éléments clés de la voie, 
dont STAT1. Pour ce faire, les cellules à l’étude peuvent être traitées à la fludarabine, un 
composé ayant été décrit dans la littérature pour ses effets inhibiteurs sur STAT1 (272). La 
fludarabine est en fait un analogue de la purine qui inhibe la synthèse de l’ADN en 
interférant avec la ribonucléotide réductase et la DNA polymérase. Ainsi, elle est 
couramment utilisée comme agent chimiothérapeutique entre autre pour le traitement 
d’hémopathies malignes telles la leucémie lymphoïde chronique (273). L’administration de 
fludarabine aux patients entraîne une immunosuppression prolongée chez ceux-ci (274). 
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Considérant le fait que ce composé affecte à la fois les cellules en division et les cellules au 
repos, il a été spéculé que la fludarabine n’agisse pas seulement en s’intercalant dans 
l’ADN. En effet, la fludarabine a été associée à une inhibition du signalement par la voie de 
STAT1 (272). L’exposition de PBMC à la fludarabine affecte fortement l’induction de 
STAT1 en réponse à leur stimulation avec de l’IFN-α. De plus, la fludarabine inhibe la 
transcription de gènes dépendante de STAT1 dans les PBMC. Cet agent est donc largement 
utilisé comme inhibiteur de STAT1 (275) et constituera un outil important pour l’étude 
présentée dans cette section. 
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3.2 Matériel et Méthodes 
 
Donneurs normaux et patients 
 Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique institutionnel, et le 
consentement éclairé de chaque donneur a été obtenu avant la collecte des échantillons. Les 
PBMC des donneurs sains recrutés par la Division d’Hématologie et d’Immunodéficience 
de l’Hôpital Royal-Victoria ont été obtenus par aphérèse, puis enrichis par centrifugation 
sur du lymphocyte separation medium (Wisent). Les patients atteints de cancer du sein ont 
été recrutés par la banque de cancer du sein du Réseau Cancer FRSQ. Les PBMC ont été 
préparés à partir du sang prélevé, par la même méthode que pour les donneurs sains. 
 
Cellules et réactifs 
 La lignée cellulaire tumorale MDA-MB-231 a été obtenue de l’American Type 
Culture Collection et la lignée 624.38mel a été établie et obtenue par le Surgery Branch 
(NCI/NIH). Les lignées cellulaires ont été cultivées dans du milieu RPMI 1640 auquel ont 
été ajoutés 10% de sérum bovin fœtal inactivé par la chaleur 30 min à 56°C, 2 mM de L-
glutamine, 100 U/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine et 10 µg/ml de 
gentamicine (Wisent). 
 
 Les lymphocytes T ont été purifiés à partir des PBMC des donneurs sains par 
sélection négative à l’aide du système d’enrichissement EasySep pour les lymphocytes T 
CD4+ et CD8+ humains (StemCell technologies Inc.). 
 
L’IFN-γ et l’IL-13 recombinants humains ont été achetés respectivement de Pierce 
Endogen et de Peprotech. La fludarabine a été obtenue de Toronto Research Chemicals et 
de Tocris Cookson Inc et la cyclophosphamide de Calbiochem. 
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Préparation des surnageants de lymphocytes T activés 
Pour la préparation des surnageants de lymphocytes T activés de donneurs sains, des 
lymphocytes T CD4+ ou CD8+ ont été isolés tel que décrit ci-haut, puis ont été stimulés 
pendant 24 h avec un anticorps anti-CD3 (clone OKT3, eBioscience) lié à la plaque (5 
µg/ml dilué dans le PBS) ou avec le contrôle isotypique correspondant (eBioscience). Le 
surnageant a ensuite été récolté, puis centrifugé pour éliminer les cellules ou les débris 
cellulaires et a été conservé à -20°C. 
 
Les TIL ont été préparés, selon un protocole adapté de Yannelli et collègues (276). 
Les échantillons cliniques de cancer du sein ont été coupés en petits morceaux de 1 mm2, 
puis ont été digérés enzymatiquement dans 10 mL de RPMI contenant 100 U/ml de 
penicillin, 100 µg/ml de streptomycin et 10 µg/ml de gentamicin avec un mélange de 
collagénase IV, Hyaluronidase, DNase pendant 16 h à température pièce pour le patient 1, 
ou de collagénase I, collagénase IV et DNase pendant 2 h à 37°C pour le patient 2. La 
suspension obtenue a été filtrée sur un Cell strainer de 40 μm (BD Falcon), suivi par deux 
lavages avec du PBS. Les TIL ont été enrichis par centrifugation sur du lymphocyte 
separation medium (Wisent) et ont été cultivés à une concentration maximale de 2×106 
cellules par ml dans un milieu de culture Iscove contenant 7,5% de sérum AB inactivé par 
la chaleur (Gemini) dans une plaque à 24 puits. À tous les 5 jours, la moitié du milieu a été 
remplacée par du milieu frais contenant 1×103 CU/ml d’IL-2. Lorsque le nombre de 
lymphocytes a atteint un minimum de 2×106 (entre les jours 17 et 25), les cultures ont subi 
un protocole d’expansion rapide (277,278). Brièvement, 1-5×105 TIL ont été cultivées avec 
2,5×107 PBMC irradiées provenant d’un minimum de 3 donneurs sains, 30 ng/ml d’anti-
CD3 (clone OKT3), 300 IU d’IL-2 dans du milieu Iscove contenant 7,5% de sérum AB. Au 
jour 2,  300 IU d’IL-2 ont été ajoutées et au jour 5, le surnageant a été remplacé par du 
milieu complet frais contenant 300 IU d’IL-2. Entre les jours 8 et 10, le nombre atteint de 
lymphocytes était de l’ordre de 1-2×108 cellules. Les lymphocytes T CD8+ ont été isolés 
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par sélection négative, et les cellules restantes ont servi à préparer les surnageants de TIL, 
tel que décrit pour les lymphocytes T de donneurs sains, par stimulation avec de l’anti-CD3 
ou le contrôle isotypique correspondant. 
 
Traitement des cellules 
Environ 2×105 cellules ont été distribuées dans des plaques à 12 puits et laissées à 
37°C pour la nuit dans 1 ml de milieu de culture RPMI complet. Le lendemain, le milieu de 
culture a été retiré, puis remplacé par du milieu frais contenant 10, 50 ou 100 µM de 
fludarabine, ou des quantités équivalente de DMSO servant de contrôle. Après 6 ou 24 h de 
traitement, le milieu a été retiré, puis remplacé par du milieu frais contenant ou non 
différentes concentrations d’IFN-γ recombinant humain, ou par du surnageant de 
lymphocytes T activés de donneurs normaux ou de lymphocytes T infiltrant la tumeur 
provenant d’échantillons cliniques du cancer du sein. Des stimulations d’une durée de 30 
minutes ont été exécutées pour déterminer l’effet d’un traitement à la fludarabine sur la 
phosphorylation de STAT1, alors que des stimulations de 24 h ont servi à vérifier les effets 
sur l’induction de l’IDO. Après la période de stimulation, les cellules ont été placées sur 
glace, puis le milieu de culture a été retiré pour être remplacé par du PBS froid. Les cellules 
ont été récoltées à l’aide de grattoirs (policeman), puis ont été centrifugées à 4°C pendant 1 
min à vitesse maximale (14 926 g). Les culots cellulaires ont été congelés dans un bain 
composé de glace sèche et d’éthanol, puis conservés à -80°C jusqu’à l’extraction protéique. 
 
Immunobuvardage de type western 
Les extraits protéiques ont été préparés dans du tampon de lyse Nonidet P-40, tel 
que décrit précédemment par Solis et al. (279). Brièvement, les culots cellulaires ont été 
resuspendus dans le tampon de lyse et ont été incubés sur glace pendant 20 min, suivi par 3 
cycles de congélation dans un bain de glace sèche/éthanol puis de décongélation à 37°C. 
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Les débris cellulaires ont été éliminés par centrifugation à vitesse maximale (14 926 g) 
pendant 30 min à 4°C. Les concentrations protéiques des surnageants ont été mesurées par 
la méthode de Bradford à l’aide du Dye reagent concentrate de Bio-Rad. Pour évaluer la 
phosphorylation de STAT1 et de STAT6 ainsi que l’expression totale de ces protéines, 7,5 
à 10 µg des extraits ont été assujettis à une électrophorèse sur des gels d’acrylamide à 
7,5%. Pour mesurer l’expression protéique de l’IDO, des gels d’acrylamide à 10% ont été 
utilisés. Suite à l’électrophorèse, les protéines ont été transférées sur des membranes de 
polyvinylidene fluoride (Immun-Blot, Bio-Rad), lesquelles ont été bloquées 1 h avec 5% de 
lait écrémé dilué dans du PBS/0,1% Tween 20. Les membranes ont été incubées pendant la 
nuit à 4°C avec des anticorps primaires de lapin (Cell Signaling technology) spécifiques à 
STAT1 (1:1000, clone 9172), STAT6 (1:1000, clone 9362), ou des anticorps phospho-
spécifiques dirigés contre STAT1 tyr701 (1:3000, clone 9171), STAT1 ser727 (1:1000, clone 
9177), STAT6 (1:1000, clone 9361), tous dilués dans du PBS/0,05% Tween 20/5% BSA. 
Les membranes ont ensuite été incubées pendant 1 h à température ambiante avec un 
anticorps secondaire de chèvre anti-lapin (clone AP156P, Millipore, dilué dans PBS/0,1% 
Tween 20/, 5% lait; 1:2000 pour les phospho-STAT1, et 1:10000 pour STAT1, phospho-
STAT6 et STAT6). L’expression de l’IDO a été évaluée avec un anticorps primaire 
polyclonal de mouton, anti-IDO humain (Hycult Biotechnology) dilué 1:100 dans du 
PBS/0,1% Tween 20, suivi d’un anticorps secondaire de lapin anti-mouton couplé à la 
peroxidase (1:10000, de Chemicon). Les bandes ont été révélées par une solution de 
détection chémiluminescente ECL Plus (Amersham) et visualisées par exposition sur 
autoradiogramme. Entre chaque révélation, les membranes ont été dépouillées de leur 
anticorps avec une solution Re-Blot Plus Mild (Millipore), selon les directives du 
manufacturier et bloquées de nouveau avec du lait. 
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3.3 Résultats et conclusions 
 
Activation des voies STAT1 et STAT6 
Les résultats découlant de l’étude précédente nous avaient permis d’établir que 
certaines cytokines produites par les lymphocytes T activés étaient impliquées dans la 
régulation de l’expression de l’IDO dans les cellules tumorales humaines. Plus précisément, 
nous avions démontré que l’IL-13, une cytokine de type Th2, avait la capacité d’inhiber 
l’induction de l’IDO dépendante de l’IFN-γ chez les cellules tumorales humaines (Figure 
7m1, section 2). Pour faire suite à ces résultats, nous avons donc déterminé si les voies 
classiquement impliquées dans le signalement par l’IFN-γ et l’IL-13, respectivement 
STAT1 et STAT6, étaient activées chez les cellules tumorales suite à leur culture dans un 
milieu conditionné par des lymphocytes T activés. Ainsi, nous avons procédé à l’évaluation 
de la phosphorylation de ces deux intermédiaires de signalement dans la lignée cellulaire 
tumorale MDA-231 en réponse à une stimulation par du milieu conditionné par des 
lymphocytes T activés. Dans un premier temps, nous avons confirmé la phosphorylation de 
STAT1 en réponse à un traitement des cellules avec de l’IFN-γ recombinant (Figure 11, 
section du haut) et, de façon similaire, la phosphorylation de STAT6 par l’IL-13 
recombinant (Figure 11, section du bas). Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ activés par 
l’anti-CD3 ont induit la phosphorylation de STAT1, tel qu’attendu. Par contre, aucune 
activation de la voie de STAT6 n’a été détectée, puisqu’aucune bande correspondant à 
phospho-STAT6 n’a pu être détectée dans les échantillons de cellules MDA-231 stimulées 
avec du surnageant de lymphocytes T activés. Dans les cellules stimulées avec de l’IL-13 
recombinant, utilisées comme contrôle positif, une phosphorylation de STAT6 a été 
observée. Ces résultats laissent supposer que l’activation de STAT1 est prédominante dans 
notre modèle cellulaire en réponse aux lymphocytes T activés et interfère possiblement 
avec l’activation de la voie de STAT6. 
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Figure 11 Activation de STAT1 et STAT6 en réponse aux surnageants de 
lymphocytes T activés 
Légende: La lignée tumorale MDA-MB-231 a été stimulée pendant 30 ou 60 minutes avec 
de l’IFN-γ ou de l’IL-13 recombinants, ou pour 60 minutes avec du surnageant de 
lymphocytes T isolés de donneurs sains activés avec de l’anti-CD3 ou avec le contrôle 
isotypique correspondant. Les cellules ont été récoltées, puis les protéines en ont été 
extraites. STAT1-phospho-Tyr701, STAT1 total, phospho-STAT6, STAT6 total et la β-
actine ont été détectés par immuno-buvardage de type western.  
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Évaluation de l’efficacité d’un inhibiteur de STAT1 
Nous avons inhibé STAT1 dans le but de lier la voie de STAT1 avec l’induction de 
l’IDO dans les lignées tumorales en réponse aux lymphocytes T activés. Pour se faire, nous 
avons utilisé la fludarabine, un composé chimio-thérapeutique rapporté dans la littérature 
pour son action inhibitrice sur STAT1, mais n’ayant pas d’effet inhibiteur sur Jak1 et Tyk2 
ainsi que sur STAT2, STAT3, STAT5 et STAT6 (272). Nous avons d’abord évalué 
l’efficacité de la fludarabine en reproduisant les conditions expérimentales décrites dans 
l’étude de Frank et collègues, laquelle présente des données générées à partir de PBMC. 
Nous avons donc entrepris des essais dans lesquels des PBMC ont été traités ou non avec 
50 μM de fludarabine, puis ont été stimulés ou non avec 25 U/ml d’IFN-γ recombinant. Les 
résultats obtenus ont permis de démontrer une diminution de STAT1 total ainsi que de 
phospho-STAT1 dans les PBMC traités à la fludarabine (Figure 12A et 12B), 
conformément à ce qui avait précédemment été décrit. 
 
Effets de la fludarabine sur l’expression de l’IDO 
Ayant confirmé les effets inhibiteurs de la fludarabine sur STAT1, nous avons 
ensuite déterminé l’impact de cette inhibition sur l’induction de l’IDO dans les cellules 
cancéreuses. Nous avons ainsi prétraité la lignée de cancer du sein MDA-231 ainsi que la 
lignée de mélanome 624.38mel avec des doses croissantes de fludarabine pendant 24 h. Ces 
lignées ont ensuite été stimulées avec de l’IFN-γ recombinant pour une période de 30 min 
ou 24 h. Tel que démontré par la figure 13A, nous avons observé une induction protéique 
de l’IDO suite à l’exposition des cellules à l’IFN-γ seul. En comparaison avec cette 
condition expérimentale, une diminution de l’expression de l’IDO a été observée chez les 
mêmes lignées préalablement traitées à la fludarabine puis stimulées avec de l’IFN-γ. La 
fludarabine, dont les effets sont dose-dépendants, entraîne une inhibition totale de 
l’expression de l’IDO chez les MDA-231 lorsqu’elle est utilisée à une concentration 50 μM 
ou plus. Quant à la lignée cellulaire 624.38mel, elle nécessite une concentration plus 
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importante de fludarabine pour que l’induction de l’IDO par l’IFN-γ en soit affectée (Figure 
13A). 
 
Nous avons par ailleurs évalué si des effets similaires à ceux de la fludarabine sur 
l’induction de l’IDO sont causés par d’autres agents chimiothérapeutiques. Nous avons 
donc traité les lignées cellulaires tumorales avec de la cyclophosphamide, un agent alkylant 
utilisé entre autre dans le traitement du cancer du sein (280), mais aussi administré en 
combinaison avec la fludarabine comme chimiothérapie lymphodéplétante avant un 
transfert adoptif de lymphocytes T chez des patients atteints de mélanome. L’analyse de 
l’expression de l’IDO induite par l’IFN-γ dans les cellules tumorales prétraitées avec la 
cyclophosphamide a démontré que cet agent n’engendre pas effet d’effets similaires à ceux 
de la fludarabine sur l’expression de l’IDO (données non présentées). 
 
En parallèle, nous avons déterminé si cette répression de l’IDO causée par la 
fludarabine est effectivement accompagnée d’une inhibition de STAT1. Des extraits 
protéiques provenant des cellules tumorales prétraitées à la fludarabine puis stimulées avec 
de l’IFN-γ recombinant pendant 30 minutes ont donc été préparés. Étonnamment, aucune 
diminution du niveau protéique de STAT1 total, ni de la phosphorylation de ses résidus 
tyrosine en position 701 et sérine en position 727 n’ont été constatés pour les 2 lignées à 
l’étude (Figure 13B). Ces résultats semblent en opposition avec ce qui a été observé pour 
les PBMC, et permettent de croire que la fludarabine agit différemment sur les PBMC et les 
cellules cancéreuses. L’effet inhibiteur de la fludarabine chez les cellules tumorales est 
indépendant du niveau total d’expression de STAT1 et de son activation. 
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Figure 12 Inhibition de STAT1 dans les PBMC par la fludarabine 
 
Légende: Les PBMC d’un donneur normal ont été traités ou non pendant 24 avec 50 μM 
de fludarabine, puis ont été stimulés pour une période de 30 min avec 25 U/ml d’IFN-γ 
recombinant humain afin d’induire la phosphorylation de STAT1. Des extraits protéiques 
ont été préparés à partir des cellules et STAT1-phospho-Tyr701, STAT1-phospho-Ser727, 
STAT1 total et la β-actine ont  été mesurés par immuno-buvardage de type western. A et B 
illustrent 2 expériences indépendantes, (n=3). 
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Figure 13 Inhibition de l’induction de l’IDO dépendante de l’IFN-γ par la 
fludarabine dans des lignées cellulaires tumorales. 
 
Légende: Les lignées cellulaires tumorales MDA-231 et 624.38mel ont été pré-traitées 
pendant 24h avec différentes doses de fludarabine ou du véhicule, puis ont été stimulées ou 
non avec de l’IFN-γ recombinant. Les protéines ont été extraites des cellules et l’expression 
de l’IDO et de la β-actine (A), ou la présence de phospho-STAT1 tyr701, phospho-STAT1 
ser727, STAT1 total et de la β-actine (B) a été évaluée par immuno-buvardage de type 
western. Une expérience représentative est illustrée, (n=3). 
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Suite à ces résultats, nous avons déterminé si des effets similaires pouvaient être 
observés dans notre modèle initial, soit la culture des lignées cellulaires tumorales dans un 
milieu conditionné par des lymphocytes T activés. Dans un premier lieu, des surnageants de 
lymphocytes T isolés de donneurs normaux et activés 24 h avec un anti-CD3 ont été utilisés 
pour cultiver les lignées cellulaires tumorales pendant 24 h afin d’induire l’expression de 
l’IDO dans ces cellules. Les résultats présentés dans la figure 14A démontrent que 
l’induction de l’IDO dans la lignée 624.38mel en réponse au surnageant de lymphocytes T 
activés est fortement inhibée par un traitement des cellules tumorales avec 50 μM de 
fludarabine. De plus, en accord avec les résultats présentés dans la figure précédente, l’effet 
inhibiteur de la fludarabine sur l’expression de l’IDO semble indépendant du signalement 
par la voie de STAT1. En effet, l’expression plus faible de l’IDO lorsque les cellules sont 
traitées à la fludarabine n’est pas accompagnée d’une baisse dans le niveau d’expression de 
STAT1, ni de sa phosphorylation (Figure 14A). Des résultats similaires ont été obtenus 
avec des surnageants produits à partir de TIL isolés d’échantillons cliniques de cancers du 
sein. Dans les conditions où les lignées MDA-231 et 624.38mel ont préalablement été 
traitées à la fludarabine, une forte diminution de l’IDO induite par le milieu conditionné par 
les TIL activés a été observée (Figure 14B). De plus, mis à part dans les MDA-231 
stimulées par le surnageant du patient 1, les effets de la fludarabine ne semblent pas affecter 
de façon consistante les niveaux d’expression de STAT1 (Figure 14B). Son niveau de 
phosphorylation reste aussi constant dans les cellules tumorales stimulées avec les 
surnageants de TIL prétraitées avec la fludarabine (données non présentées). 
 
 En conclusion, la fludarabine, précédemment décrite pour sa capacité à inhiber 
STAT1, s’est avérée être un inhibiteur efficace de l’expression de l’IDO dans des lignées 
cellulaires tumorales humaines sans toutefois affecter STAT1 de façon notable. 
L’implication d’autres voies de signalement cellulaire devront être explorées afin 
d’identifier celle étant impliquée dans la régulation de l’expression de l’IDO par la 
fludarabine. 
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Figure 14 Inhibition par la fludarabine de l’expression de l’IDO induite dans des 
lignées cellulaires tumorales exposées à des surnageants de lymphocytes 
T ou de TIL activés. 
 
Légende: Des lymphocytes T CD4+ isolés de donneurs normaux (A) ou des TIL de patients 
atteints du cancer du sein (B) ont été activés pendant 24 h avec un anti-CD3 ou l’isotype 
contrôle correspondant. Suite à leur activation, ils ont été cultivés dans du milieu frais 
pendant 24 h, puis ce milieu conditionné a été récolté. Les lignées cellulaires tumorales 
MDA-231 et 624.38mel ont été traitées avec différentes doses de fludarabine ou du 
véhicule pendant 24 h, puis ont été stimulées avec les surnageant de lymphocytes T CD4+ 
(A) ou les surnageants de TIL (B). Les cellules ont été récoltées pour en extraire les 
protéines, puis la présence de phospho-STAT1 tyr701, phospho-STAT1 ser727 (A) ainsi 
que de STAT1 total, IDO et la β-actine (A-B), a été évaluée par immuno-buvardage de type 
western. Une expérience représentative est illustrée, (n=2). 
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Abstract 
 
The immune system must be under tight control to avoid undesired responses. The 
enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) can exert necessary regulating effects by 
catabolizing tryptophan, leading to the suppression of immune responses in different 
settings, such as pregnancy and tumor growth. IDO’s immuno-suppressive actions are 
mediated by tryptophan starvation and the accumulation of toxic tryptophan metabolites, 
resulting in T cell anergy, inhibition of clonal expansion or apoptosis. IDO activity in 
human macrophages and dendritic cells has been observed after interaction with T 
lymphocytes, and is triggered by interferon-gamma (IFN-γ) as well as CD40-ligand 
(CD40L). However, it is unclear whether IDO activity is present in B lymphocytes, which 
have been identified as having suppressive properties involved in anti-tumor immunity 
inhibition. 
 
In this study, we investigated whether IDO expression is induced in human B cells after 
exposure to T lymphocyte stimuli. We report IDO and IDO2 mRNA up-regulation by 
exogenous stimulation with CD40L and IFN-γ. In addition, IDO protein is detected after 
treatment with these exogenous factors or with supernatant from activated CD4+ T cells. 
We, however, report weak or absent enzymatic activity from these IDO-expressing cells, as 
assessed by tryptophan consumption. 
 
We conclude that IDO may not be a counter-regulatory mechanism utilized by B 
lymphocytes to down-regulate immune responses, although its expression is inducible. 
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Introduction  
 
Counter-regulatory mechanisms are necessary in the immune system to avoid 
inappropriate or excessive responses (reviewed in (281)) and promote contraction phases. 
By limiting the intensity and extent of immune responses, these inhibitory mechanisms 
prevent further damage to the host. Such functions can be fulfilled by the tryptophan-
catabolizing enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO). Degradation of the essential 
amino acid tryptophan by IDO, depleting tryptophan from the intracellular pool or local 
microenvironment, was first described as a defense mechanism against intracellular 
pathogens (177,282). Its role was thereafter extended to fetal protection against maternal T 
cells, when Munn et al. (181) demonstrated that administration of the IDO inhibitor 1-
methyl-tryptophan (1MT) to pregnant mice led to fetal rejection. This pivotal study 
ascribed a new immunosuppressive function to the enzyme, and prompted an intense search 
for its contribution in tumor escape (182,183). In fact, enzymatically-active IDO and the 
recently-identified IDO2 proteins (174,175) lead to tryptophan starvation and downstream 
metabolite accumulation. This culminates in multiple effects on immune cells, such as T 
lymphocyte proliferative arrest (192,196,283), anergy (190), apoptosis (197), conversion of 
naive CD4+ T cells to regulatory T cells (Tregs) (199), and activation of mature 
CD4+CD25+Foxp3+ Tregs (200). 
 
Active IDO is induced in human macrophages and monocyte-derived dendritic cells 
(DC) upon interaction with T lymphocytes, and this induction is dependent not only on 
interferon-gamma (IFN-γ) production, but also on CD40-ligand (CD40L) up-regulation on 
these T cells (192,259). Moreover, a subtype of IDO+ plasmacytoid DC, co-expressing a B-
lineage marker, can be found in tumor-draining lymph nodes of tumor-bearing mice or 
patients, creating a suppressive environment and culminating in a profound anergic state of 
anti-tumor T lymphocytes (190). 
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In the course of an effective humoral response, B lymphocytes interact closely with 
T lymphocytes, and signals are exchanged through cell-cell contacts involving major 
histocompatibility complex/T cell receptor (MHC/TCR) and CD40/CD40L interactions, 
and cytokines such as IFN-γ are released. Based on what is known about IDO induction in 
macrophages and DC, this counter-regulatory mechanism also possibly arises in B 
lymphocytes after T lymphocyte encounter. B cell-deficient mice have been shown to 
mount a more effective anti-tumor response in comparison to wild type mice, suggesting 
that B cells hamper anti-tumor immunity (284,285). Such suppressive activity has been 
associated with interleukin (IL)-10 production by B cells after CD40 ligation, leading to 
decreased IFN-γ production by T lymphocytes, at least in vitro (284). However, it is not 
clear whether B lymphocyte inhibitory effects depend on the same mechanism of action, to 
prevent anti-tumor responses effectiveness in vivo (286). Some other mechanism 
orchestrated by B cells might participate in the inhibition of anti-tumor responses in vivo. 
 
A recent study demonstrated the existence of a murine PDCA-expressing B 
lymphocyte subpopulation, in which IFN-α and IDO1/IDO2 are induced at the mRNA 
level upon stimulation with cytotoxic T lymphocyte antigen-4-immunoglobulin (CTLA4-
Ig). However, neither protein expression nor enzymatic activity was evaluated (287). In the 
present work, we investigated whether IDO expression could be up-regulated in human B 
lymphocytes in response to T cell signals. In addition, we sought to determine whether this 
induction would beget a functional enzyme capable of metabolizing tryptophan. We found 
that IDO was produced by human B cells at the mRNA and protein levels after stimulation 
with IFN-γ and CD40L, but in an inactive form, indicated by the lack of tryptophan 
consumption and kynurenine accumulation. 
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Materials and Methods 
 
Healthy donors and cells 
Heparinized blood obtained by leukapheresis from healthy donors was centrifuged 
on lymphocyte separation medium (Wisent, St-Bruno, Québec, Canada) to isolate 
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Donors were recruited by the Division of 
Hematology and Immunodeficiency Service of Royal Victoria Hospital. The study was 
approved by the local ethics committee, and informed consent was obtained from each 
patient. 
 
All cell lines were procured from the American Type Culture Collection (Manassas, 
VA). U937 and KTCL cells were cultured respectively in RPMI 1640 and Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 
mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, and 10 µg/ml gentamicin 
(all from Wisent). 
 
B lymphocytes were purified from PBMC by negative selection, with an EasySep 
human B cell enrichment kit (StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC, Canada), 
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, PBMC were incubated with 10 μl/107 
total cells of antibody cocktail containing a combination of monoclonal antibodies (Abs) 
against human CD2, CD3, CD14, CD16, CD36, CD43, CD56 and glycophorin A. Magnetic 
nanoparticles were added at 10 μl/107 total cells for 10 min at room temperature, before the 
test tube was placed into the magnet for 5 min. Isolated B cell purity reached >95%. 
 
Monocyte-derived DC were generated from PBMC of healthy donors (256), 
followed by 24 h of stimulation with 500 ng/ml soluble trimeric CD40L (Immunex 
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Corporation, Seattle, WA) and/or 103 U/ml IFN-  (Pierce Endogen, Rockford, IL) and/or 5 
µg/ml lipopolysaccharide (LPS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). 
 
Reagents 
L-tryptophan (Sigma-Aldrich) was prepared as a 20-mM stock solution in water. 
 
B lymphocytes were stimulated with 500 ng/ml soluble trimeric CD40L (Immunex 
Corporation), 250 U/ml recombinant human IL-4 (Peprotech, Rocky Hill, NJ), or 103 U/ml 
IFN-γ in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented 
with 7.5% heat-inactivated human serum (from normal donors), 2 mM L-glutamine, 100 
U/ml penicillin/streptomycin and 10 μg/ml gentamicin. 
 
Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
RNA from cell lines, lymphocytes and DC was extracted with RNeasy™ mini or 
micro kits (Qiagen, Hilden, Germany), according to the manufacturer’s instructions. For 
classical and quantitative RT-PCR analyses, cDNA was first synthesized from mRNA (500 
ng) with oligo-dt and random hexamers (both from Applied Biosystems, Carlsbad, CA), 
using an Omniscript reverse transcriptase kit (Qiagen). The sequences of PCR primers 
spanning distinct exons were: IDO (5': CGCTGTTGGAAATAGCTTCTTGC; 3': 
CTTCCCAGAACCCTTCATACACC, amplicon 167-bp), IDO2 (5': 
CGTCATAGCAAGGAAAGTGGTGAC; 3': CCCTCAGGGAAGGTGCTGAG, amplicon 106-bp), and 
18S ribosomal subunit (5': ATCAACTTTCGATGGTAGTCG; 3': TCCTTGGATGTGGTAGCCG, 
amplicon 111-bp), as described previously (288). Classical RT-PCR amplification was 
undertaken with HotStartTaq DNA polymerase (Qiagen). The cycling conditions were 15 
min at 95ºC, 22 (18S), 30 (IDO1), or 32 (IDO2) cycles of 45 s at 94ºC, 45 s at 55ºC, 1 min 
at 72ºC, with a final extension of 10 min at 72ºC, in a T3 Thermocycler™ (Biometra, 
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Goettingen, Germany). Amplification was detected by ethidium bromide staining after 
electrophoresis migration in agarose gel (1.5 or 2%, with equipment from Bio-Rad, 
Hercules, CA). 
 
Quantitative real-time RT-PCR amplifications were performed with a Rotorgene 
3000 thermal cycler (Corbett Life Science, Sydney, Australia) and revealed with 
Quantitect™ SYBR Green PCR (Qiagen). Real-time, quantitative RT-PCR was carried out 
in reactions containing 0.5 µM of each IDO, IDO2 or 18S primers, 10 µl of 2X SYBR 
Green mix (Qiagen), 4 µl of cDNA (1/20 dilution), and water. The cycling conditions were 
10 min at 95ºC, then 35 cycles of 30 s at 94ºC, 45 s at 60ºC, 30 s at 72ºC for 18S, and 40 
cycles of 30 s at 94ºC, 60 s at 55ºC, 30 s at 72ºC for IDO, and a final melting curve from 72 
to 95°C. Fluorescence was measured at the end of each extension step. The gain was 
adjusted automatically on the first tube at the end of the first cycle (channel FAM/Sybr, 
470-nm source, 510-nm detector, readings between 2FI and 5FI). The absence of primer 
dimers and the specificity of the PCR products were documented by melting curve analysis 
and electrophoresis migration in 2% agarose gel stained with ethidium bromide. IDO 
expression was quantified relative to the housekeeping gene 18S, according to Pfaffl’s 
method  (258). 
 
Western blotting 
Protein extracts were prepared from the above-mentioned pelleted cells, measured, 
resolved by 10% SDS-PAGE, and transferred to polyvinylidene difluoride membranes 
(Immun-Blot™, Bio-Rad)  (257). The membranes were incubated with sheep polyclonal 
anti-human IDO Ab 1/100 (Hycult Biotechnology, Uden, The Netherlands) or mouse β-
actin-specific Ab (1/10,000, Chemicon, Temecula, CA) for 1 h, washed and re-incubated 
for 1 h with secondary peroxydase-conjugated Abs (1:20,000 rabbit anti-sheep or 1:40,000 
goat anti-mouse, both from Chemicon), before detection (257). 
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Immunofluorescence microscopy 
B lymphocytes were isolated from healthy donor PBMC, as outlined above. IDO 
expression was induced in B cells and control U937 cells respectively by IFN-γ/CD40L and 
IFN-γ/LPS stimulation. After 24 h, the cells were harvested, washed and re-suspended in 
RPMI/50% FBS for cytospin. For each condition, 5×105 cells were cytospun on glass slides 
for 4 min at 27 x g for B cells, or at 40 x g for control U937 cells, in a Statspin Cytofuge 2 
(IRIS International Inc., Chatsworth, CA). The cells were then fixed and permeabilized in 
methanol/50% acetone, dried, and rehydrated in phosphate buffered saline (PBS). Slides 
were blocked in PBS/5% FBS for 1 h. Dual-color immunofluorescence stainings were 
performed in a humidified chamber by sequential 1-h incubations with each Ab. For IDO 
staining, a polyclonal sheep anti-human IDO (1/200, Hycult Biotechnology) primary Ab 
was followed by a rabbit anti-sheep Ab coupled to fluorescein isothiocyanate (FITC, 1/500, 
Millipore, Temecula, CA). CD20 expression was revealed by a mouse anti-human CD20 
primary Ab (1/200, Dako, Carpinteria, CA) and Rhodamine-conjugated donkey anti-mouse 
Ab (1/500, Bio/Can Scientific, Mississauga, Ontario, Canada). The slides were washed 
with PBS after each staining, rinsed in distilled water, dried and mounted with ProLong® 
Gold antifade reagent with 4',6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Molecular Probes, 
Invitrogen), allowing nuclei visualization, followed by overnight drying at 4°C. They were 
observed under a Nikon Eclipse E600 fluorescence microscope equipped with a CoolSNAP 
HQ2 camera (Photometrics, Tucson, AZ), using a 40x objective. Images were processed by 
NIS Element AR 3.0 software (Nikon Instruments, Inc., Melville, NY). 
 
IDO activity assay 
To assess IDO activity, B lymphocytes were plated at 5 × 105 cells/well in 96-well 
plates and stimulated with 1,000 U/ml IFN-γ and 500 ng/ml CD40L. Approximately 24 h 
after activation, B cells and control cells were washed and re-suspended in Hank’s balanced 
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salt solution (HBSS) containing 50 µM L-tryptophan. They were then incubated for an 
additional 4 h, followed by harvesting of the supernatant and removal of cell debris by 
centrifugation. Tryptophan and kynurenine quantification was undertaken by high-
performance liquid chromatography (HPLC) on a Hewlett Packard HP1050 equipped with 
a DAD detector (Agilent), and analyzed with ChemStation software. For each 
quantification, 25 µl of sample were injected into an analytic Vydac 218TP C18 column 
and eluted with KH2PO4 buffer (0.01 M KH2PO4 and 0.15 mM EDTA, pH 5.0) containing 
5% methanol HPLC grade at a flow rate of 1.0 ml/min. The spectrophotometer was set at 
254 nm to measure both kynurenine and tryptophan elution. Retention time was determined 
previously with standard solutions of kynurenine (6.6 min) and tryptophan (11.2 min). IDO 
activity was expressed as the micromolar concentration of kynurenine in samples, 
converted from tryptophan by IDO. 
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Results 
 
IDO mRNA expression in B lymphocytes in response to exogenous cytokines 
To determine whether stimuli from activated T cells could up-regulate IDO 
expression in B lymphocytes, we treated isolated human B cells with either soluble trimeric 
CD40L or IFN-γ or both. We evaluated IDO expression in B lymphocytes from multiple 
donors, and observed that single or combined treatment induced IDO, as detected by 
standard RT-PCR (Figure 1m2A). Quantitative PCR allowed us to determine that IDO 
mRNA was expressed at comparable levels in CD40L- and IFN-γ-activated B cells (Figure 
1m2B). Combination of both factors increased the expression level by more than 5-fold in 
comparison to single treatment. We next investigated whether recently-identified IDO2 was 
also induced in response to the previous stimuli. IDO2 mRNA expression by activated B 
lymphocytes was evaluated by standard RT-PCR, and compared to IDO (Figure 1m2C). 
IDO2 was found in control DC stimulated with CD40L/LPS/IFN-γ. However, it was barely 
detectable in IFN-γ-treated DC and LPS/IFN-γ-treated U937 cells in contrast to IDO1 
expression. In B lymphocytes, IDO2 mRNA was induced by the same stimulations as for 
IDO. 
 
Up-regulation of IDO protein expression in B lymphocytes 
We then sought to determine whether IDO protein expression in B cells was 
consistent with the transcriptional induction observed. Considering that the strongest IDO 
mRNA expression was seen after stimulation with both CD40L and IFN-γ, this 
combination was adopted to activate isolated B lymphocytes under different incubation 
times. Western blotting revealed that IDO protein was expressed in human B lymphocytes 
in response to CD40L and IFN-γ. Maximal protein expression was apparent between 24 
and 48 h, depending on the donor (Figure 2m2A). This time point was thus retained to 
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further investigate IDO protein induction by other stimuli. Figure 2Bm2 illustrates that IDO 
protein was up-regulated by IFN-γ alone or in combination with CD40L, whereas CD40L 
with IL-4 had no inducing effect on IDO expression. To study IDO expression in B cells in 
a more physiological context, supernatants from anti-CD3-pre-activated or isotype-matched 
control-stimulated CD4+ T lymphocytes were added to B lymphocytes for 24 h. IDO 
protein was detected on exposure to CD4+-activated T cell supernatant, whereas no 
expression was induced by control supernatant (Supplemental Figure 1m2).  However, IDO 
protein induction was weaker in response to this activated T cell supernatant compared to 
stimulation with exogenous CD40L/IFN-γ, indicating that soluble factors produced by 
activated T cells were not optimal, and the signal provided by CD40L must be important. 
 
To exclude the possibility that detected IDO resulted from contaminating cells after 
B lymphocyte magnetic selection, we proceeded to double immunofluorescence staining to 
confirm that IDO originated from B cells. Intracellular IDO and the surface marker CD20, 
specific to B lymphocytes, were stained with primary Abs and revealed with fluorescence-
conjugated secondary Abs. As depicted in Figure 3m2A (upper left panel), no IDO signal 
was apparent in untreated CD20+ B cells, whereas weak expression was observed in IFN-γ 
and CD40L + IL-4-stimulated B lymphocytes (Figure 3m2, upper middle panels). However, 
elevated IDO staining was detected in CD20-expressing cells treated with a combination of 
CD40L and IFN-γ (Figure 3m2A, right panel). These findings reflect the results obtained by 
quantitative PCR, and confirm that IDO expression, measured by Western blotting, did not 
originate from non-B cells.  
 
IDO produced by B cells is functionally inactive 
To examine whether the IDO produced by B lymphocytes was functionally active, 
we assessed tryptophan consumption and kynurenine production by untreated or 
CD40L/IFN-γ-stimulated B cells. After 4 h in tryptophan-containing HBSS medium, IFN-
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γ-treated KTCL cells, serving as positive control, degraded more than 70% of the initial 
tryptophan amount (Figure 4m2). This observation was supported by a corresponding 
increase in kynurenine concentration. However, no tryptophan disappearance or kynurenine 
production was detected in untreated or CD40L/IFN-γ-treated B lymphocyte supernatants 
(Figure 4m2). This absence of tryptophan degradation indicates that IDO expression by 
stimulated B lymphocytes is not functionally active, and may have no biological effect on 
the immune system. 
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Discussion 
 
Cellular cross-talk between B and T lymphocytes is central to humoral responses. 
After antigen recognition by B cell receptors, followed by processing and presentation of 
this antigen, B lymphocytes must receive signals from CD4+ helper T cells specific to the 
same antigen to start antibody production. These include contact-mediated signals through 
MHC/TCR, B7/CD28 and CD40/CD40L, but also cytokines secreted by CD4+ T cells 
(reviewed in (289)). It has been known for over a decade that antigen-presenting cells 
(APC), such as macrophages and DC, can produce IDO, after interaction with T cells, and 
mediate inhibition of T cell proliferation. Despite the fact that human CD40-activated B 
cells have previously been shown to be effective APC (290), no such IDO activity has been 
investigated in these cells. Kai and colleagues (291) examined IDO gene expression in 
different cellular subsets from human PBMC. Though IDO mRNA has been found in 
isolated B lymphocytes, the poor purity of this cellular population rendered these data 
questionable. In addition, neither protein expression nor tryptophan degradation was 
evaluated. A recent report demonstrated that upon stimulation with CTLA4-Ig, IDO1 and 
IDO2 mRNA levels increased in murine PDCA-expressing B lymphocytes. However, it is 
still unknown whether this cellular subset expresses IDO at the protein level and in a 
functional state. In the present study, we noted IDO and IDO2 mRNA up-regulation in 
human B lymphocytes in response to stimuli from activated T lymphocytes. While this up-
regulation translated into protein expression, tryptophan was not degraded by these IDO-
expressing cells. 
 
To investigate whether IDO could be a counter-regulatory mechanism deployed by 
B lymphocytes, we sought to mimic possible interaction with activated T cells. We thus 
tested the previously-identified IDO inducers CD40L and IFN-γ (192). However, by 
combining CD40L with IL-4, IDO expression could not be detected from human B 
lymphocytes. This is not surprising, considering the reported effects of the Th2 cytokine 
  
 
150
IL-4 on IDO expression in other cell types. It has indeed been demonstrated that IL-4 has 
an inhibitory impact on IDO expression and activity in human monocytes (214). Of course, 
we cannot exclude the possibility that stimuli other than those tested in this study may 
induce active IDO enzyme in B lymphocytes. As an example, CpG oligodeoxynucleotides 
are known to elicit IDO expression in DC (292), and, when administered systemically as 
adjuvant therapy in a murine model, they induce IDO expression in the spleen, leading to T 
lymphocyte suppression (293). TLR9, which recognizes CpG motifs, is constitutively 
expressed by B lymphocytes. It would thus be interesting to explore the effects of such a 
stimulus on IDO induction in B lymphocytes. 
 
 In this study, we report that IDO, expressed by B lymphocytes in response to 
different T cell stimuli, does not translate into tryptophan degradation. In mice, the situation 
has been encountered in other cell types, such as DC. IDO expression has been observed in 
2 different DC subsets, namely CD8α+ and CD8α-. However, no kynurenine accumulation 
had been quantified from the latter subset, indicating an inactive state of IDO in the alpha-
negative DC subset (294). More recently, IDO1 and IDO2 expression was detected in 
monocyte-derived DC, but enzymatic activity was only exerted by IDO, as demonstrated by 
siRNA and the use of 2 different 1MT isomers specifically inhibiting IDO or IDO2 (236). 
These investigations highlight the fact that when expressed, IDO is not necessarily in an 
active form. This finding supports our results showing that neither of the 2 IDO genes was 
expressed in a functional state in human B cells. 
 
In conclusion, despite the observation that the tryptophan-catabolizing enzyme IDO 
is induced by IFN-γ and CD40L in human B lymphocytes, it may not have a biological 
impact in limiting immune responses. Further studies are needed to determine whether 
other factors could prompt functional IDO in B cells. 
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Figure 1m2 IDO mRNA induction in human B lymphocytes 
 
B cells were isolated from healthy donor PBMC and treated with either IFN-γ (1,000 U/ml) 
or CD40L (500 ng/ml), alone or in combination, for 24 h. RNA was extracted, cDNA was 
prepared, and IDO and 18S gene expression was analyzed by (A) standard or (B) 
quantitative PCR. (B) Quantification was relative to untreated control B lymphocytes, and 
IDO expression was normalized with 18S RNA, according to Pfaffl’s method (23). (C) IDO 
and IDO2 expression was assessed by standard PCR for 2 healthy donors. 
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Figure 2m2 IDO protein expression in B lymphocytes 
 
(A) Isolated B lymphocytes were treated with CD40L + IFN-γ for the indicated incubation 
times or (B) either left untreated or treated with IFN-γ alone, IFN-γ + CD40L or IL-4 + 
CD40L, for 24 h. (A-B) Cells were harvested, proteins were extracted, and IDO and β-actin 
expression levels were measured by Western blotting. 
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Figure 3m2 IDO and CD20 co-expression 
 
(A) Healthy donor B lymphocytes were untreated or stimulated with IFN-γ, IL-4 + CD40L, 
or IFN-γ + CD40L, for 24 h. Dual-color immunofluorescence staining was performed with 
primary Abs specific to IDO and CD20, and with secondary Abs coupled respectively with 
FITC and Rhodamine. Nuclei were stained with DAPI. The results obtained with 1 
representative donor are illustrated. (B) U937 cells untreated or treated with LPS/IFN-γ 
were considered as positive controls for IDO staining. 
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Figure 4m2 Functional assessment of IDO produced by B cells 
 
B lymphocytes were isolated from healthy donor PBMC and were either untreated or 
treated with IFN-γ + CD40L for 24 h to induce IDO expression. The KTCL cell line used 
as control was treated with IFN-γ for 24 h to stimulate IDO expression. The cells were 
incubated for 4 h in serum-free HBSS medium, and 50 μM L-tryptophan. Levels of 
tryptophan and its degradation product kynurenine were quantified by HPLC. One 
representative experiment is shown (n=2). 
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Supplemental figure 1m2 IDO protein induction in activated T cell supernatant 
 
Isolated B lymphocytes were left untreated or treated with CD40L + IFN-γ or with 
supernatant from anti-CD3- or isotype-matched control-activated CD4+ T cells, for 24 h. 
The cells were harvested, proteins were extracted, and IDO and β-actin expression levels 
were measured by Western blotting. 
 
 
 
  
SECTION 5. DISCUSSION, PERSPECTIVES ET 
CONCLUSIONS 
 
L’immunothérapie du cancer représente une alternative thérapeutique prometteuse 
ayant eu du succès chez une certaine proportion de patients pour lesquels les traitements 
standards avaient échoués. Les essais cliniques réalisés à ce jour ont permis de démontrer 
que l’immunothérapie peut non seulement entraîner la régression de tumeurs primaires, 
mais aussi la diminution de la taille et même la disparition complète de métastases à 
distance dans certains cas. Les réponses objectives constatées à la suite de traitements 
immunothérapeutiques, qu’elles soient partielles ou complètes, mettent en lumière tout le 
potentiel qui émerge de cette approche.  
 
On ne peut cependant passer sous silence une proportion importante de patients 
chez lesquels aucune réponse ne survient ou, qui après avoir bénéficié d’une réponse 
transitoire, sont victimes d’une récidive. Il est important de spécifier que les essais 
d’immunothérapie sont généralement appliqués à des patients pour lesquels le cancer est à 
un stade très avancé ou métastatique, et résistant aux thérapies standards. Il est donc 
raisonnable de croire que son taux de succès serait encore plus élevé en ciblant des patients 
qui en sont à un stade précoce de la maladie. Cependant, plusieurs défis restent encore à 
être relevés afin d’améliorer l’efficacité de l’immunothérapie. Le mélanome a été le type de 
cancer qui a été l’objet principal d’une grande proportion des études cliniques réalisées. Les 
taux de réponses remarquables observés pour le mélanome (83) se doivent d’être étendus à 
d’autres types de cancers. De plus, il est souhaitable d’empêcher que des récidives ne 
surviennent. En ce sens, il apparaît important d’augmenter la fenêtre de temps pendant 
laquelle la réponse anti-tumorale persiste afin que les bénéfices engendrés par 
l’immunothérapie soient durables. Ainsi, dans la perspective de maximiser l’efficacité de 
l’immunothérapie, il est essentiel qu’en plus de la stimulation du système immunitaire, des 
mesures soient déployées afin de surpasser les conditions de tolérance immunitaires en 
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place dans l’environnement tumoral, en intégrant l’inhibition des suppresseurs aux 
stratégies immunothérapeutiques. 
 
 Plusieurs mécanismes d’évasion tumorale responsables de la tolérance immunitaire 
ont été identifiés à ce jour. Afin de bien les cibler, il est primordial de déterminer l’ampleur 
relative de ces mécanismes selon les différents types de cancers. De plus, il est important de 
comprendre ce qui régule leur émergence dans le microenvironnement tumoral afin d’éviter 
que ces éléments soient favorisés par une immunisation visant à éradiquer la tumeur, ou 
afin de connaître les conditions permettant d’inhiber l’action de ces mécanismes d’évasion. 
Par ailleurs, les modèles murins sont une source d’information essentielle à la 
compréhension de la régulation et du mode d’action de ces mécanismes. Il faut cependant 
rester critique à l’égard des résultats qui en découlent puisque les processus oncogéniques 
peuvent être distincts entre l’humain et la souris (revu dans  (295)). Pour cette raison, 
l’étude de la pathologie humaine est d’une importance capitale. 
 
Le projet de doctorat dont les résultats ont été présentés dans cet ouvrage visait à 
étudier chez l’humain la régulation de l’IDO, une enzyme associée à l’immunosuppression, 
entre autre dans le contexte de la réponse anti-tumorale. Plus spécifiquement, les objectifs 
étaient de déterminer si l’expression de l’IDO par les cellules tumorales humaines peut être 
une conséquence de leur interaction avec des cellules immunitaires, et via quels facteurs 
cette régulation s’opère. De plus, nos travaux visaient à étudier les voies de signalement qui 
gouvernent la régulation de l’expression de l’IDO dans les cellules tumorales humaines, en 
réponse, entre autres, aux facteurs identifiées dans le premier objectif. Enfin, nous voulions 
évaluer l’expression potentielle de l’IDO dans les lymphocytes B humain, une population 
de cellules immunitaires fréquemment retrouvées dans les tumeurs et qui, tout comme les 
DC, interagit étroitement avec les lymphocytes T. La complétion des objectifs, la critique 
des résultats et les perspectives à envisager suite à nos observations seront discutés pour 
chacune des trois parties de ce projet. 
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5.1 L’expression de l’IDO dans les cellules tumorales humaines est régulée par la 
balance entre les cytokines Th1 et Th2 présente dans l’environnement tumoral 
 
5.1.1 Objectifs accomplis et critique des résultats 
 
L’expression de l’IDO étant répandue à plusieurs types de cancers et étant présente 
dans une proportion appréciable d’échantillons cliniques, nous avons évalué les facteurs 
responsables de sa régulation dans les cellules tumorales humaines. Ayant observé une 
prédominance de lymphocytes T activés et sécrétant de l’IFN-γ infiltrant nos deux modèles 
de cancer à l’étude, soit ceux du sein et du rein, et considérant le rôle joué par l’IFN-γ sur 
l’expression de l’IDO, nous avons étudié la capacité des TIL à stimuler la production 
d’IDO par les cellules tumorales. Lorsque mises en présence de TIL, nous avons constaté 
l’induction de l’IDO dans les lignées cellulaires tumorales. Afin de caractériser davantage 
cette observation, nous avons remplacé les TIL de notre système par des lymphocytes T 
activés. Ceci nous a permis de déterminer que les cellules tumorales acquièrent l’expression 
de l’IDO par un mécanisme indépendant du contact cellulaire avec les lymphocytes T 
activés. De plus, parmi les facteurs solubles impliqués, l’IFN-γ qui est une cytokine Th1 
prototypique joue un rôle majeur. Enfin, cette induction est antagonisée par l’IL-13, une 
cytokine de type Th2. 
 
Il reste à identifier d’autres cytokines qui coopèrent avec celles déjà décrites pour 
réguler l’expression de l’IDO. En effet, le blocage de l’IFN-γ dans notre système avec une 
quantité saturante d’un anticorps neutralisant n’a pas permis l’inhibition complète de 
l’induction de l’IDO dans les cellules tumorales par les lymphocytes T activés. Ceci 
suggère que d’autres facteurs solubles seraient impliqués. Malgré cet élément manquant, 
selon les résultats que nous avons présentés, la balance des cytokines présentes dans le 
microenvironnement tumoral s’avère déterminante dans le processus de régulation de 
l’expression de l’IDO par les cellules tumorales. 
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Th1 versus Th2? 
Les observations faites dans le cadre de cette étude pourraient faire miroiter l’idée 
qu’une réponse immunitaire anti-tumorale de type Th2 serait plus souhaitable qu’une 
réponse Th1, si on considère le rôle immunosuppresseur de l’IDO. À l’inverse, plusieurs 
exemples dans la littérature démontrent que la réponse de type Th1 est supérieure à celle de 
type Th2 pour permettre une réponse anti-tumorale (18,267). Bien que ces idées puissent 
sembler contradictoires, certaines explications permettent de les réconcilier. 
 
1) Le premier concept permettant de faire la lumière sur cette contradiction fait 
référence au caractère progressif des tumeurs, tel qu’abordé dans la discussion du manuscrit 
présenté dans la section 2. Il est en effet possible qu’au moment de sa résection, une tumeur 
dans laquelle s’est installée une réponse de type Th1 soit associée à un bon pronostic. Ceci 
a d’ailleurs été rapporté dans la littérature, suite à l’évaluation des signatures géniques des 
tumeurs, entre autre pour le cancer du sein (296). Cependant, dans une tumeur en pleine 
progression, un environnement Th1 peut mener à l’expression de l’IDO. Considérant le fait 
que cette molécule immunosuppressive induise préférentiellement l’apoptose des 
lymphocytes Th1 par rapport aux Th2 (254), son expression par les cellules tumorales 
pourrait polariser la réponse anti-tumorale vers un profil Th2. Il est donc possible qu’un 
pronostic favorable à un stade donné se détériore au fil de la progression tumorale.   
 
2) Bien que les lymphocytes T auxiliaires jouent un rôle majeur dans l’immunité 
anti-tumorale, la nature de leur réponse est d’une importance majeure, tant chez l’humain 
que chez la souris. Dans des modèles de souris porteuses de tumeur, il a été établi qu’une 
réponse anti-tumorale de type Th1 prédominante est associée à une résistance de l’hôte à 
l’implantation de tumeurs, alors qu’une réponse mixte Th1/Th2 ou entièrement Th2 corrèle 
avec une progression tumorale (267). Chez l’humain, une infiltration ayant un profil Th1 
corrèle fréquemment avec un pronostic plus favorable (18). De plus, les réponses de type 
Th1 sont liées à une meilleure immunité anti-tumorale. Nos résultats suggèrent qu’une 
cytokine de type Th2 régule négativement l’expression de l’IDO dans les cellules 
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cancéreuses. Cet effet n’est peut-être pas suffisant pour contre balancer les effets négatifs 
associés à l’absence d’une réponse anti-tumorale adéquate. En d’autres termes, l’inhibition 
de l’IDO à elle seule n’apparaît pas efficace pour complètement éradiquer les tumeurs 
établies ou empêcher leur apparition, selon ce qui a pu être observé dans différents modèles 
murins (182,235). Elle doit être accompagnée d’une stimulation de la réponse anti-tumorale 
ou d’un autre traitement anticancéreux, tel une chimiothérapie.  
 
3) En plus de son effet observé sur l’expression de l’IDO, il est impératif de 
rappeler que l’IL-13 puisse aussi avoir des effets sur l’expression d’autres gènes. De plus, 
son action ne se limite pas aux cellules tumorales elles-mêmes, mais peut intervenir sur 
d’autres populations cellulaires présentes dans l’environnement tumoral. Il faut donc se 
questionner à savoir si la présence de l’IL-13 est réellement désirable dans l’environnement 
tumoral, malgré le fait que l’IL-13 puisse avoir un effet antagoniste sur l’IFN-γ dans 
l’induction de l’IDO. Des études suggèrent en effet que sa présence pourrait avoir d’autres 
effets sur la réponse anti-tumorale, ceux-ci beaucoup moins désirables, tel qu’en 
témoignent les exemples qui suivent. 
 
De tels effets ont été observés dans un modèle murin alors qu’un sous-type de 
monocytes inflammatoires CD11b+ exprimant la chaîne alpha du récepteur à l’IL-4 (IL-
4Rα) à leur surface cellulaire a été isolé chez des souris porteuses de tumeurs (297). Ces 
MDSC sont stimulées par l’IFN-γ relâché par les lymphocytes T activés par un antigène. 
Ces MDSC se mettent alors à produire de l’IFN-γ et de l’IL-13, et sont capables d’intégrer 
ces signaux autocrines provenant de cytokines antagonistes grâce à leur expression de l’IL-
4Rα, une des sous-unités du récepteur à l’IL-13. Ces signaux activent un programme 
menant à l’inhibition des lymphocytes T, qui est en fait dépendant de l’augmentation de 
deux enzymes responsables du métabolisme de l’arginine, soit ARG1 et NOS2 (Figure 15). 
L’activité de ces deux enzymes mène non seulement à l’immunosuppression, mais favorise 
aussi la croissance des cellules tumorales. Ces observations ayant été rapportées chez la 
souris, il reste encore à déterminer si cette population de MDSC répondant à l’IL-13 est 
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aussi retrouvée chez l’humain. Si tel est le cas, les effets bénéfiques engendrés par l’IL-13 
en diminuant l’expression de l’IDO pourraient bien être contrebalancés par les effets 
négatifs amenés par une augmentation du métabolisme de l’arginine par l’activité de 
l’arginase et de NOS. 
 
 Par ailleurs, une étude s’étant penchée sur la caractérisation de cellules 
immunitaires infiltrant les tumeurs de cancer du sein a rapporté la production à la fois de 
cytokines de type Th1 et Th2 par les lymphocytes T CD4+ infiltrant les tumeurs (265). En 
effet, une sécrétion plus abondante d’IL-2, d’IFN-γ, d’IL-4 et d’IL-13 distinguait les CD4+ 
intra-tumoraux des CD4+ du tissu environnant la tumeur. Un fait d’autant plus intéressant à 
préciser constitue l’identification de lymphocytes T CD4+ produisant à la fois de l’IFN-γ et 
de l’IL-13 dans une majorité des échantillons cliniques analysés. Grâce à l’implantation de 
cellules tumorales humaines de cancer du sein à un modèle murin humanisé, Aspord et 
collègues (265) ont été en mesure de constater que les DC présentes au site tumoral 
acquièrent la capacité de faire produire de l’IL-13 aux lymphocytes T CD4+ avec lesquels 
elles interagissent. Les cellules cancéreuses intègrent ces signaux et répondent par une 
progression tumorale amplifiée. Bien que le mécanisme d’action de l’IL-13 dans ce 
processus d’accélération du développement tumoral demeure inconnu, le rôle de l’IL-13 a 
clairement été démontré par l’utilisation d’un anticorps bloquant l’IL-13 ayant permis de 
renverser la croissance des tumeurs. La lignée cellulaire de cancer du sein utilisée pour 
l’implantation de tumeurs dans les souris humanisées de cette étude diffère de celle nous 
ayant permis de démontrer l’effet antagoniste de l’IL-13 sur l’induction de l’IDO 
dépendante de l’IFN-γ. Il serait donc à propos de vérifier si nos observations quant à la 
régulation de l’IDO peuvent être reproduites dans la lignée cellulaire utilisée par Aspord et 
collègues (265) dans leur étude. Si tel est le cas, il deviendrait donc évident que la 
régulation négative de l’expression de l’IDO par l’IL-13 ne suffise pas à faire de cette 
cytokine un atout dans la réponse immunitaire anti-tumorale. 
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Figure 15 Mécanisme de suppression dépendant des MDSC (Figure tirée de  (297)) 
 
Légende: Dans la phase d’initiation (Triggering phase), les lymphocytes T activés par 
l’exposition à un antigène relâchent de l’IFN-γ, possiblement en conjonction avec un signal 
membranaire non-identifié, activent des précurseurs de monocytes inflammatoires. Cette 
production d’IFN-γ initialement soutenue par les lymphocytes T activés est subséquemment 
amplifiée par la sécrétion de cytokines par les monocytes activés. L’IFN-γ permet 
l’expression prolongée et le signalement de l’IL-4Rα suite à l’engagement de l’IL-13 
relâché via un circuit autocrine. Pendant la phase d’amplification, les cytokines sont 
capables de maintenir une activation prolongée des enzymes NOS et ARG, qui sont à 
l’origine de l’immunosuppression agissant sur les lymphocytes T CD8+. 
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D’après ces études, nous croyons que la stimulation d’une réponse anti-tumorale de 
type Th1, combinée avec l’inhibition de l’expression ou de l’activité de l’IDO pour 
surpasser l’immunosuppression, serait une stratégie plus efficace pour l’élimination des 
tumeurs, plutôt que des immunisations qui stimuleraient une réponse de polarité Th2. 
 
 
5.1.2 Perspectives et conclusions 
 
En lien avec nos observations et celles décrites par d’autres études, d’éventuels 
travaux devraient permettre de déterminer si l’IL-13 agit globalement de façon à contribuer 
ou à détériorer la réponse anti-tumorale. Ainsi, la présence d’IL-13 dans l’environnement 
tumoral ou encore l’expression du récepteur de l’IL-13 à surface des cellules tumorales 
devrait être évaluée dans un nombre appréciable d’échantillons cliniques de cancer du sein, 
mais aussi d’autres types de cancers. Une telle analyse combinée à l’évaluation de 
différents paramètres cliniques permettrait d’établir si un lien existe entre le signalement 
cellulaire initié par l’IL-13 et le pronostic ou la survie des patients. Parallèlement, une 
quantification de l’IFN-γ ou de ses récepteurs dans le tissu tumoral serait utile pour 
déterminer si l’abondance d’une cytokine par rapport à l’autre a une plus grande 
signification biologique que la mesure de cytokines individuelles. Ainsi nous serions en 
mesure de dépeindre la contribution réelle de l’IL-13 dans le processus oncogénique. 
 
D’autre part, il serait nécessaire d’entreprendre des études fonctionnelles pour 
déterminer l’activité de l’IDO retrouvée dans l’environnement tumoral. Jusqu’à ce jour, les 
études réalisées ont permis d’associer de façon générale la présence de l’IDO dans les 
tumeurs à un pronostic défavorable pour les patients, et à une survie réduite. Cependant, il 
n’est pas clair si ces corrélations sont une conséquence directe de l’activité de l’IDO, ou 
plutôt d’autres facteurs dans l’environnement tumoral dont la présence est dépendante des 
mêmes facteurs stimulant la production de l’IDO. La culture de fragments de tumeurs dans 
un milieu contenant seulement du tryptophane serait tout indiquée pour mettre en évidence 
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une dégradation potentielle de cet acide aminé par l’IDO endogène présent dans ces tissus. 
Il est possible qu’en condition où l’oxygène est rare, l’activité enzymatique de l’IDO soit 
diminuée ou absente. Il a été démontré qu’en présence d’une faible concentration 
d’oxygène, la stimulation des lignées cellulaires tumorales avec de l’IFN-γ entraîne une 
moins forte inhibition de la prolifération des cellules due au métabolisme du tryptophane 
(180). Ainsi, lorsqu’exprimée dans des tumeurs hypoxiques, ce qui peut être le cas pour le 
cancer du rein, l’IDO pourrait être peu ou pas fonctionnelle, et sa présence ne serait donc 
pas nécessairement à la source de l’immunosuppression qui survient dans ces cancers. 
 
En plus du statut fonctionnel de l’IDO, l’expression et l’activité de l’IDO2 dans les 
échantillons cliniques seraient à considérer dans les analyses futures. Puisque 
l’identification de cette deuxième enzyme analogue à l’IDO est très récente, son rôle dans 
la progression tumorale n’a pas été évalué. L’importance d’inhiber cette enzyme dans le 
contexte d’un traitement anti-tumoral reste donc encore indéterminée. 
 
Dans l’éventualité où l’inhibition de l’IDO serait utilisée en clinique, il s’avère 
important d’associer l’expression de l’IDO à un stade donné de la maladie ou à des sous-
types bien précis de cancers, pour déterminer si c’est un mécanisme d’évasion dominant au 
moment où la thérapie serait prodiguée. Il ne serait pas indiqué d’administrer un inhibiteur 
de l’IDO dans les cas où l’enzyme serait absente de l’environnement tumoral. 
 
D’ailleurs, parmi les cas où l’expression de l’IDO est absente, il serait intéressant 
d’évaluer si les cellules tumorales dérivées de ces spécimens sont résistantes à l’induction 
de l’IDO. D’après ce que nous avons observé expérimentalement et ce qui est décrit dans la 
littérature (179), une stimulation par l’IFN-γ ou l’IFN-α faillit à induire l’expression ou 
l’activité de l’IDO dans certaines lignées cellulaires tumorales. Cette résistance à 
l’induction de l’IDO dans ces lignées et dans une partie des échantillons cliniques est 
particulièrement intéressante et pourrait servir à étudier plus en profondeur les mécanismes 
moléculaires menant à l’expression de l’IDO par les cellules tumorales. D’ailleurs, 
  
 
168
l’expression de l’IDO a déjà associée à une perte de Bin1, un gène suppresseur de tumeur 
codant pour une protéine adaptatrice impliquée dans la mobilisation cellulaire (235). Une 
étude a en effet fait le lien entre la délétion de Bin1 et une augmentation significative de 
l’induction de l’IDO dépendante de l’IFN-γ dans des cellules tumorales et des macrophages 
(235). Il serait donc pertinent d’analyser s’il existe un lien entre le fait que certaines lignées 
cellulaires tumorales n’expriment pas l’IDO et leur statut d’expression de Bin1. 
 
 
5.2 Inhibition de l’expression de l’IDO dans les cellules tumorales humaines par la 
fludarabine 
 
5.2.1 Objectifs accomplis et critique des résultats 
 
Pour faire suite à notre étude des facteurs impliqués dans la régulation de 
l’expression de l’IDO, nous avons entrepris de caractériser les voies de signalement 
impliquées dans cette régulation en réponse aux stimuli que procurent les lymphocytes T 
activés. Puisque nous avons identifié les effets agonistes et antagonistes sur la régulation de 
l’expression de l’IDO par l’IFN-γ et de l’IL-13, respectivement des cytokines de type Th1 
et Th2, nous voulions examiner l’activation des voies permettant le signalement en réponse 
à ces deux cytokines, soit celles de STAT1 et de STAT6. Nous avons d’abord déterminé si 
l’activité de ces deux voies était stimulée, en réponse au surnageant de lymphocytes T 
activés. Il s’est avéré que seule la voie de STAT1 était active dans ce modèle. Il est 
probable que lorsque ces deux cytokines sont rencontrées simultanément par une cellule 
tumorale, le signalement par l’une des voies prédomine et entrave le signalement de l’autre. 
Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons utilisé la fludarabine, qui, selon la littérature, 
devait nous permettre d’inhiber STAT1. Ainsi, nous avons prétraité les cellules tumorales 
avec la fludarabine avant de les soumettre à différents stimuli induisant l’expression de 
l’IDO. Dans la section 3 de ce travail, nous avons rapporté l’action inhibitrice de la 
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fludarabine sur l’induction de l’IDO dans des lignées cellulaires tumorales, et ce, de façon 
indépendante à la voie de signalement par STAT1. 
 
Ces résultats sont d’une part surprenants en raison de l’effet suppresseur de la 
fludarabine sur STAT1, précédemment documenté dans les PBMC humains (272). Dans 
l’étude de Frank et collègues, il a été décrit que l’expression de STAT1 est inhibée lors 
d’un traitement des PBMC avec la fludarabine, laquelle agit négativement sur la 
transcription de STAT1. Nos résultats n’ayant pas été observés dans des PBMC, mais 
plutôt dans des cellules tumorales, montrent quant à eux que la fludarabine inhibe 
l’expression de l’IDO sans toutefois affecter de façon notable le niveau d’expression de 
STAT1 ou son activité par une diminution de sa phosphorylation. Ces résultats sont à la 
fois en accord et en contradiction avec des résultats décrits récemment dans une étude 
portant sur les cellules épithéliales du cristallin de l’œil. Par leurs travaux, Mailankot et 
Nagaraj (298) ont démontré que l’IFN-γ stimule la synthèse de l’IDO dans la lignée de 
cellules de l’œil HLE-B3 par l’activation de la voie JAK/STAT1, ce qui culmine vers la 
mort de ces cellules par apoptose. Dans leur modèle, la fludarabine, au même titre que 
l’inhibiteur de l’IDO 1-MT, parvient à renverser ce processus en bloquant l’induction de 
l’IDO dépendante de l’IFN-γ. Cette étude est la première et la seule publiée à ce jour à 
avoir établi un lien entre l’IDO et la fludarabine, mais encore aucune association semblable 
n’a été faite dans la littérature concernant les cellules tumorales. Les mécanismes qui sous-
tendent une telle action inhibitrice de la fludarabine sur l’expression de l’IDO et les 
processus cellulaires qui lui sont attribuables se doivent d’être explorés dans d’éventuelles 
études afin de mieux comprendre les conséquences de l’utilisation d’un tel agent. 
 
Dans la littérature, d’autres composés ont été rapportés pour leur effet inhibiteur sur 
l’expression de l’IDO. De plus, les voies de signalement impliquées dans ces effets ont été 
étudiées et identifiées. Dans une étude récente, le curcumin, un composé naturel, a été 
identifié comme un inhibiteur de l’expression de l’IDO et de son activité dans des DC 
murines dérivées de la moelle osseuse (299). Les résultats rapportés démontrent que ce 
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composé agit en inhibant la phosphorylation de JAK1/JAK2 et de la PKC-δ. Ceci empêche 
la phosphorylation des résidus tyrosine 701 et sérine 727 de STAT1 et le signalement 
subséquent devant mener à l’initiation de la transcription de l’IDO. Des résultats similaires 
ont été obtenus avec un composé présent dans le thé vert, le (−)-Epigallocatechin-3-gallate 
(300). Dans notre étude, les conséquences de la fludarabine sur l’état d’activation des 
intermédiaires en amont de STAT1, tels JAK1/2 et PKC-δ, n’ont pas été investiguées 
puisque la phosphorylation de STAT1 n’est pas affectée dans nos cellules tumorales traitées 
à la fludarabine. Cette dernière observation fait place à deux hypothèses pavant la voie à 
d’éventuels travaux qui permettront certainement de poursuivre la quête déjà amorcée des 
intermédiaires du signalement cellulaire pouvant être touchés par la fludarabine. La 
première hypothèse propose que STAT1 soit activé correctement en présence de la 
fludarabine, mais que le signalement en aval soit bloqué et que la transcription des gènes ne 
soit pas initiée tel quelle le devrait. Selon notre deuxième hypothèse, il pourrait être 
envisagé que la fludarabine module l’expression de l’IDO en agissant sur une voie 
indépendante de celle de JAK-STAT1. 
 
 
5.2.2 Perspectives à court et à long terme 
 
5.2.2.1 Perspectives à court terme : suite de l’étude des intermédiaires du 
signalement cellulaire affectés par la fludarabine et menant à l’inhibition de l’IDO. 
 
Selon les deux hypothèses formulées précédemment, il serait intéressant, pour la 
suite de cette étude, d’explorer ces deux alternatives qui pourraient expliquer l’action de la 
fludarabine sur l’expression de l’IDO. Dans un premier temps, il serait important d’évaluer 
si la diminution de l’expression protéique de l’IDO est le reflet d’une inhibition de sa 
transcription. Ainsi, le niveau d’ARNm de l’IDO dans les cellules prétraitées ou non à la 
fludarabine devra être quantifié. Si ce niveau d’expression de trouve réduit, ceci pourrait 
indiquer que la fludarabine agit sur STAT1 de manière à ce que son activité sur la 
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transcription des gènes soit altérée.  Il serait alors nécessaire d’investiguer si les étapes 
essentielles à l’initiation de la transcription suivant la phosphorylation de STAT1 sont 
affectées dans notre modèle de cellules tumorales traitées à la fludarabine, comme la 
translocation nucléaire et la liaison aux éléments du promoteur. Pour ce faire, des extraits 
nucléaires préparés à partir des cellules tumorales traitées à la fludarabine avant leur 
stimulation pourraient servir à évaluer la présence de phospho-STAT1 au noyau, et ainsi 
déterminer s’il parvient à être transloqué. Dans le cas où la translocation nucléaire de 
STAT1 ne serait pas affectée par la fludarabine, il serait alors pertinent d’évaluer si sa 
capacité à se lier à des séquences présentes sur le promoteur des gènes inductibles par 
l’IFN-γ est diminuée. Pour ce faire, une immuno-précipitation de la chromatine pourrait 
être réalisée et permettrait de constater si STAT1 peut être retrouvé en association avec 
l’élément GAS dans l’ADN. Si tel est le cas, il serait alors important d’examiner si 
l’initiation de la transcription par STAT1 se produit efficacement dans les cellules traitées à 
la fludarabine. Pour y parvenir, le gène de la luciférase serait placé sous le contrôle du 
promoteur de gènes inductibles par l’IFN-γ, comme l’IRF-1, lequel nécessite la liaison de 
phospho-STAT1 dimérisé pour que sa transcription s’amorce, ou le promoteur de l’IDO 
directement. De cette façon, la transcription dépendante de STAT1 serait facilement 
mesurable et comparable dans des conditions où la fludarabine est présente ou non. Ces 
résultats pourraient permettre de s’assurer que non seulement l’expression de STAT1 n’est 
pas en cause dans la régulation de l’expression de l’IDO par la fludarabine, mais aussi que 
STAT1 est en mesure d’accomplir ses fonctions adéquatement. Ainsi, selon les résultats 
obtenus par de tels essais, toute implication de STAT1 dans les effets de la fludarabine 
pourrait être exclue. Dans l’état actuel, nos résultats ne nous permettent pas d’affirmer hors 
de tout doute que la voie de STAT1 n’est pas affectée dans les cellules tumorales lors d’un 
traitement à la fludarabine, même si son expression et son activation restent inchangées. 
 
Dans un deuxième temps, il serait pertinent d’évaluer si des voies de signalement 
autres que celle de JAK-STAT qui peuvent mener à une régulation de l’expression de 
l’IDO, sont affectées par la fludarabine. Tel que mentionné dans la section 3, la voie de la 
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PI3K a été associée à la régulation de l’expression de l’IDO dans des études portant sur 
d’autre modèles cellulaires. En effet, dans une étude s’étant penchée sur l’induction de 
l’IDO dépendante de l’IFN-γ dans les cellules de la microglie murine, deux cytokines, l’IL-
4 et l’IL-13, ont été identifiés comme des co-inducteurs de l’IDO. Leur action sur 
l’expression de l’IDO a été trouvée indépendante de la voie de STAT6, qui est 
classiquement impliquée dans le signalement cellulaire par ces cytokines. L’utilisation du 
LY-294002 et de la wortmannin, deux inhibiteurs de PI3K, ont permis de démontrer le rôle 
essentiel de cette kinase dans la régulation de l’expression de l’IDO. Hors, cette voie serait 
particulièrement intéressante à explorer dans le contexte de l’inhibition de l’expression de 
l’IDO dans les cellules tumorales traitées à la fludarabine. Un anticorps permettant la 
détection de la PI3K phosphorylée permettrait d’évaluer si une diminution de l’activation 
de cette voie survient lors d’un traitement des cellules tumorales avec la fludarabine. 
 
 
5.2.2.2 Perspectives à moyen et long termes: évaluation de l’impact biologique de 
l’inhibition de l’IDO par la fludarabine dans un système in vitro et dans des 
modèles in vivo. 
 
Co-culture in vitro pour déterminer les effets de la fludarabine dans un modèle 
antigène-spécifique 
Par ailleurs, l’impact biologique de l’inhibition de l’IDO par la fludarabine devra 
être évalué. Ainsi, nous devrons confirmer que non seulement l’expression de l’IDO est 
affectée par ce traitement, mais que son activité est aussi diminuée. 
 
D’une part, ces observations pourraient être faites de façon directe en mesurant par 
HPLC si un prétraitement des cellules par la fludarabine influence les niveaux de 
tryptophane et de kynurénine présents dans le milieu de culture lorsque l’expression de 
l’IDO est induite par un stimulus. 
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L’effet de la fludarabine sur l’activité de l’IDO pourra aussi être déterminé de façon 
indirecte en mesurant comment elle module in vitro la suppression de la réponse de 
lymphocytes T induite par l’IDO. D’abord, un système antigène-spécifique serait utilisé 
afin d’induire l’expression de l’IDO dans des cellules tumorales. Ce modèle in vitro illustré 
dans la Figure 16 consiste en une co-culture composée de clones de lymphocytes T CD8+ 
spécifiques à l’antigène gp100 du mélanome et de la lignée cellulaire de mélanome 
624.38mel exprimant l’antigène gp100. Selon ce modèle, la reconnaissance par les clones 
de lymphocytes T d’un peptide de gp100 présenté par les cellules tumorales déclenche 
l’activation des lymphocytes T. Ceux-ci sécrètent alors des cytokines, dont l’IFN-γ, qui 
mènent à l’expression de l’IDO par les cellules tumorales. Afin de s’en assurer, 
l’expression de l’IDO doit être évaluée dans ce système, puis comparée au niveau 
d’expression présent dans une co-culture où des lymphocytes T contrôles non-spécifiques à 
gp100, sont utilisés. Dans le but de bien comprendre les effets que peut avoir la fludarabine 
sur un tel modèle, les cellules tumorales subissent ou non un traitement à la fludarabine 
avant d’être mises en présence des lymphocytes T. D’une part, nous devrons évaluer si un 
tel traitement affecte l’induction de l’IDO dans les cellules tumorales en réponse aux 
lymphocytes T spécifiques à l’antigène gp100. Dans le cas où la fludarabine inhiberait en 
effet l’activité de l’IDO, nous pourrions nous attendre à une augmentation des fonctions des 
lymphocytes T en présence de fludarabine, en raison d’une moins forte suppression de leurs 
fonctions par l’atténuation de l’activité de l’IDO. Pour s’en assurer, la sécrétion de 
cytokines par les clones de lymphocytes T devra être évaluée. Dans un même ordre d’idée, 
il serait pertinent de mesurer les effets provoqués par la fludarabine sur la lyse des cellules 
tumorales. Ce système est relativement complexe, puisque plusieurs paramètres peuvent 
être influencés par la fludarabine. Donc, dans le cas où une augmentation des fonctions des 
lymphocytes T spécifiques serait observée, il resterait à déterminer si celle-ci découle d’une 
inhibition de l’expression de l’IDO ou plutôt d’un effet direct de la fludarabine sur les 
clones de lymphocytes T. Pour y parvenir, les résultats obtenus devront être comparés à 
ceux générés dans un modèle dans lequel les cellules tumorales 624.38mel sont remplacées 
par des cellules qui n’expriment pas l’IDO en réponse aux clones de lymphocytes T 
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spécifiques. Dans un tel système contrôle, la lignée de mélanome SK23 pourrait être 
utilisée puisque nous avons observé que l’expression de l’IDO n’est pas inductible dans ces 
cellules. Comme alternative, des cellules 624.38mel dans lesquelles l’expression de l’IDO 
serait inhibée par des siRNA pourraient être utilisées. Enfin, si la fludarabine parvient à 
renverser la suppression de la réponse des lymphocytes T induite par l’expression de l’IDO 
par les cellules tumorales, l’ampleur de ses effets devra être comparée à celle d’un 
inhibiteur reconnu de l’IDO, le 1-MT. 
 
Évaluation des effets de la fludarabine dans un modèle tumoral murin IDO+ 
Selon les résultats obtenus avec de tels essais, l’action de la fludarabine sur la 
réponse anti-tumorale de lymphocytes T spécifiques ainsi que sur la régression tumorale 
pourrait être évaluée dans un modèle in vivo. Pour y parvenir, différents modèles murins 
pourraient être utilisés, entre autre, le modèle de souris transgénique MMTV-neu qui 
développe un adénocarcinome mammaire. Dans ce modèle précis, l’implication de l’IDO 
dans la carcinogénèse a été démontrée, puisque l’administration d’un inhibiteur de l’IDO, le 
1-MT, permet de retarder la progression tumorale (235). De plus, il a été démontré que le 1-
MT coopère avec différentes chimiothérapies, principalement le paclitaxel, pour intensifier 
les régressions tumorales. Un tel modèle pourrait permettre de vérifier si l’administration 
de fludarabine entraîne des régressions tumorales, et si ces régressions sont comparables à 
l’administration concomitante d’un agent chimio-thérapeutique et d’un inhibiteur de l’IDO. 
Selon les résultats que nous avons observés in vitro, la fludarabine pourrait effectivement 
avoir deux fonctions, celle d’un agent anticancéreux et celle d’un inhibiteur de l’IDO. 
Ainsi, il est possible que l’administration de la fludarabine comme simple agent entraîne 
des résultats similaires à ceux obtenus par une combinaison chimio et inhibiteur de l’IDO. 
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Figure 16 Modèle in vitro antigène-spécifique pour mesurer les effets de la 
fludarabine sur l’IDO 
Légende: Des clones de lymphocytes T spécifiques à gp100, un AT associé au mélanome, 
sont co-cultivés avec des cellules de la lignée 624.38mel exprimant l’antigène gp100. Suite 
à la reconnaissance de l’antigène par le TCR spécifique des lymphocytes T, ces derniers 
sont activés et produisent des cytokines, entre autre l’IFN-γ. L’expression de l’IDO est 
alors induite dans les cellules tumorales et, par la diminution du tryptophane disponible et 
l’accumulation de métabolites du tryptophane, les fonctions et la survie des lymphocytes T 
sont atténués. Afin de vérifier les éventuels effets que peuvent avoir la répression de l’IDO 
par la fludarabine dans un tel système in vitro, plusieurs paramètres peuvent être mesurés. 
D’une part, le niveau d’expression de l’IDO dans des conditions avec ou sans fludarabine 
peut être évalué. Ensuite, l’activité des clones de lymphocytes T peut être déterminée par la 
sécrétion de cytokines. Enfin, la lyse spécifique des cellules cibles par les clones de 
lymphocytes T peut être mesurée. 
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Conséquences in vivo de l’administration de fludarabine à des patients atteints de 
cancer sur l’expression de l’IDO et sur le pronostic 
Enfin, la capacité de la fludarabine à agir sur l’expression de l’IDO dans les cellules 
tumorales pourrait être évaluée directement chez l’humain. Deux différents contextes 
cliniques seraient particulièrement intéressants à étudier. Le premier se rapporte à 
l’utilisation de la fludarabine comme traitement dans les cas de leucémie, et le second est 
en lien avec l’administration adjuvante de la fludarabine préalable à un transfert adoptif de 
lymphocytes T chez des patients atteints de cancer. 
 
L’expression de l’IDO par les cellules cancéreuses chez des patients atteints de 
leucémie myéloïde aigüe (AML) a été décrite dans la littérature (203). La fludarabine étant 
couramment utilisée en clinique pour le traitement de leucémies, des échantillons cliniques 
prélevés avant et après un traitement à la fludarabine pourraient permettre d’évaluer si cet 
agent intervient sur le niveau d’expression de l’IDO par les cellules cancéreuses humaines 
in vivo. De plus, à partir de tels prélèvement, il serait possible de déterminer si les cellules 
cancéreuses résiduelles après l’administration de la chimiothérapie sont IDO-négatives. 
D’autre part, il serait intéressant d’évaluer s’il existe une corrélation entre l’expression de 
l’IDO par les cellules tumorales de ces patients avant l’intervention thérapeutique et 
l’efficacité du traitement par la fludarabine, ou son impact sur le pronostic des patients. 
Basé sur nos observations en lien avec l’inhibition de l’expression de l’IDO dans les 
cellules tumorales par la fludarabine, et sur le fait que l’efficacité de traitements 
chimiothérapeutiques est augmentée lorsqu’ils sont combinés à l’administration d’un 
inhibiteur de l’IDO, il est à prévoir que la fludarabine ait un impact plus prononcé sur le 
pronostic et la survie des patients chez lesquels des cellules cancéreuses IDO+ sont 
détectées.  
 
Nos observations relatives à l’inhibition de l’expression de l’IDO par la fludarabine 
pourraient aussi faire le pont avec certains essais cliniques d’immunothérapie du cancer. En 
effet, tel que rapporté dans la section 1.3.2 décrivant différentes stratégies 
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immunothérapeutiques, des avantages considérables sont amenés par l’administration d’une 
chimiothérapie lympho-déplétante non-myéloablative avant un transfert adoptif de 
lymphocytes T. La fludarabine est d’ailleurs utilisée en combinaison avec un autre agent 
chimiothérapeutique, la cyclophosphamide, préalablement à un transfert adoptif chez des 
patients atteints du mélanome. Ces traitements combinatoires, utilisés notamment par le 
groupe du Dr. Rosenberg, permettent l’obtention d’un taux de réponse atteignant 51% des 
patients traités (83).  En plus du fait que la lympho-déplétion engendrée par ces agents 
permette l’élimination de certaines populations immunitaires indésirables dans le contexte 
d’une immunothérapie anti-tumorale telles les Treg, elle est aussi associée avec une 
augmentation dans le sérum des patients de cytokines favorisant la prolifération 
homéostatiques des lymphocytes, comme l’IL-7 et l’IL-15. En plus de ces effets déjà 
décrits, il serait fort intéressant de déterminer si une modulation négative de l’expression de 
l’IDO survient suite à l’administration de la fludarabine aux patients, et participe à l’effet 
bénéfique de la chimiothérapie adjuvante au transfert adoptif. 
 
 
5.3 Expression de l’IDO par les lymphocytes B humains 
 
5.3.1 Objectifs accomplis et critique des résultats 
 
Notre troisième et dernier objectif consistait à évaluer si l’IDO pouvait constituer un 
mécanisme de régulation de la réponse immunitaire chez les lymphocytes B humains, une 
population cellulaire que nous avons retrouvée parmi les cellules immunitaires infiltrant les 
tumeurs. Puisque les lymphocytes B interagissent étroitement avec les lymphocytes T CD4+ 
dans l’élaboration d’une réponse humorale, et qu’une induction de l’IDO est observée chez 
les macrophages et les DC suite à un contact avec les CD4+, nous avons entrepris de 
déterminer si des stimuli provenant de ces lymphocytes T pouvaient induire l’IDO dans les 
lymphocytes B. Nous avons en effet démontré que, tel qu’attendu, la stimulation des 
lymphocytes B par l’IFN-γ se traduit par une expression de l’ARNm de l’IDO et de l’IDO2. 
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En combinant l’IFN-γ avec le CD40L, l’expression de l’ARNm de l’IDO s’en trouve 
augmentée, et ceci se reflète aussi sur l’expression protéique de l’IDO dans les lymphocytes 
B, tel que démontré par immuno-buvardage de type western ainsi que par des marquages 
par immunofluorescence. Malgré cette expression protéique, aucune dégradation du 
tryptophane par ces lymphocytes B IDO+ n’a été détectée par HPLC. Cette absence 
d’activité contrevient à notre hypothèse de départ selon laquelle l’IDO serait 
potentiellement utilisé par les lymphocytes B comme mécanisme de régulation de la 
réponse immune. 
 
Dans notre étude, l’expression protéique de l’IDO a été démontrée dans les 
lymphocytes B stimulés alors que celle de l’IDO2 n’a pu être évaluée, faute d’anticorps 
spécifique à cette protéine au moment où l’étude a été conduite. De par la détection de 
l’ARNm de l’IDO2 dans les extraits préparés à partir des lymphocytes B stimulés, il est 
probable que cette enzyme soit aussi exprimée au niveau protéique dans ces cellules. 
Toutefois, même si cette protéine est présente, elle est sans aucun doute exprimée sous une 
forme inactive puisque tout comme l’IDO, son activité engendre la dégradation du 
tryptophane pour le convertir entre autre en kynurénine. Hors, lors des essais destinés à 
mesurer par HPLC l’activité de l’IDO, aucune disparition du tryptophane, ni apparition de 
kynurénine n’a été détectée dans le milieu des lymphocytes B stimulés. Ces observations 
indiquent l’absence d’activité enzymatique autant pour l’une ou l’autre des formes de l’IDO 
pouvant être exprimée dans les lymphocytes B en réponse aux stimuli évalués dans cette 
étude. Tel qu’il a été discuté dans la section 4, il n’est pas impossible que d’autres stimuli 
puissent mener à l’expression de l’IDO sous une forme fonctionnelle dans les lymphocytes 
B. Cette possibilité reste à être explorée. 
 
5.3.2 Perspectives et conclusions 
 
Lors de nos analyses du phénotype des cellules immunitaires infiltrant les tumeurs, 
nous avons constaté la présence de lymphocytes B parmi les différentes populations 
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cellulaires. De plus, dans certains spécimens de cancer du sein, une proportion importante 
de ce type cellulaire a été observée, constituant jusqu’à 30% de l’ensemble des cellules 
immunitaires infiltrant le tissu tumoral. Par ailleurs, dans différentes études réalisées chez 
la souris, il a été démontré que les lymphocytes B nuisent à la réponse immunitaire anti-
tumorale puisque les souris déficientes en lymphocytes B parviennent à éliminer des 
tumeurs dont la croissance est incontrôlée chez les souris de type sauvage (284,285). 
Certaines évidences du mécanisme d’action de ces lymphocytes B ont été démontrées in 
vitro, entre autre la dépendance du CD40 exprimé par les lymphocytes B et l’implication de 
l’IL-10 a été rapportée. Il demeure cependant incertain si les événements se produisent de 
façon identique in vivo, mais il a été établi que l’immunosuppression attribuable aux 
lymphocytes B n’est pas dépendante de la spécificité antigénique. Malgré le fait que, 
d’après nos résultats présentés dans la section 4, l’IDO exprimé par les lymphocytes B 
humains ne soit pas enzymatiquement actif, il demeure possible que des stimuli autres que 
ceux testés dans notre étude puissent être à l’origine d’une enzyme fonctionnelle. Ainsi, les 
lymphocytes B retrouvés dans l’environnement tumoral sont exposés à un grand nombre de 
stimuli et pourraient exprimer l’IDO. Afin de vérifier cette hypothèse, il serait intéressant 
de réaliser des doubles marquages, l’un spécifique à une molécule de surface des 
lymphocytes B et l’autre spécifique à l’IDO, de cellules immunitaires isolées de tissus 
tumoraux. De plus, les lymphocytes B pourraient être spécifiquement isolés parmi les 
populations immunitaires infiltrant les tumeurs, et être cultivés dans un milieu contenant du 
L-tryptophane afin de déterminer s’ils ont la capacité de dégrader cet acide aminé. 
 
À ce jour, aucune étude n’a permis de conclure à une activité de l’IDO dans les 
lymphocytes B humains ou murins, que ce soit dans un contexte tumoral ou non. Les 
causes de l’absence d’activité enzymatique de l’IDO ayant été détecté dans les lymphocytes 
B humains que nous avons stimulés in vitro demeurent inconnues. On peut cependant 
spéculer que l’inactivité biologique de l’IDO produit par les lymphocytes B puisse être le 
résultat d’épissages alternatifs. En effet, 5 différents isoformes de l’IDO2 ont été 
documentés, et l’introduction d’un codon stop causé par un décalage du cadre de lecture 
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dans 3 de ces isoformes est à la source d’une troncation prématurée de la protéine IDO2 
(175). Un processus similaire pourrait aussi survenir pour l’IDO.  
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5.4 Conclusions générales 
 
En conclusion, les objectifs de cette thèse étaient de caractériser la régulation de 
l’expression de l’IDO dans les cellules tumorales et dans les lymphocytes B humains. Nos 
résultats permettent de conclure que les cellules immunitaires infiltrant les tumeurs, plus 
spécifiquement les lymphocytes T activés, induisent l’expression de l’IDO dans des lignées 
cellulaires tumorales humaines. Cette expression est influencée par la balance des cytokines 
produites par les lymphocytes T activés, qui selon leur polarisation régulent positivement 
ou négativement l’induction de l’IDO. L’IFN-γ, une cytokine de type Th1, est 
principalement responsable de l’expression de l’IDO dans les cellules tumorales, alors que 
cette induction est antagonisée par une cytokine de type Th2, l’IL-13. Ces observations 
suggèrent que la nature de la réponse immunitaire promue par les différents essais cliniques 
d’immunothérapie peut favoriser l’émergence d’un mécanisme immuno-suppresseur et 
ainsi affecter l’efficacité de ces traitements.    
 
De plus, notre étude a permis de démontrer pour la première fois l’action inhibitrice 
d’un agent chimiothérapeutique, la fludarabine, sur l’expression de l’IDO dans les cellules 
tumorales. Nos données actuelles laissent croire que ce composé n’affecte pas la voie de 
STAT1. Cependant, une étude plus approfondie de l’influence de la fludarabine sur cette 
voie ainsi que sur d’autres voies de signalement cellulaire sera nécessaire pour comprendre 
le mécanisme d’action responsable de l’effet négatif de la fludarabine sur l’IDO.  
 
Enfin, nos travaux ont mis en évidence l’expression de l’IDO dans les lymphocytes 
B humains en réponse à des stimuli dérivés des lymphocytes T activés. Cette expression ne 
se traduit cependant pas par une dégradation du tryptophane, ce qui suggère un état non 
fonctionnel de l’enzyme dans les lymphocytes B. La capacité de d’autres stimuli à induire 
l’expression de l’IDO sous une forme active dans les lymphocytes B reste à être vérifiée 
afin de déterminer si ce mécanisme d’immuno-suppression est exploité par cette population 
cellulaire pour atténuer la réponse immunitaire. 
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Annexe 1. Modulation of activated CD8+-dependant IDO 
expression in MDA-231 cells by neutralizing anti-IFN-γ. 
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Legend: (A) The MDA-MB-231 cell line was cultured with various amounts of exogenous 
rhIFN-γ (1,000; 100; 10; 1 U/ml) to evaluate the blocking threshold of anti-IFN-γ 
neutralizing antibody. (B) MDA-MB-231 was co-cultured with un-activated or anti-CD3-
activated CD8+ T cells in the presence of anti-IFN-γ antibody or isotype control. (A-B) IDO 
mRNA expression was determined by RT-PCR. 
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